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(57) Abstract 

The present invention relates to a process for the transcriptionless 
amplification of nucleic acids or nucleic acid sequences by means 
of enzymes in which the nucleic acids or sequences are divided at 
least partially into their individual strands before amplification and/or 
transcribed and the reaction mixture contains oligonucleotides with a base 
sequence essentially complementary to those of the ends of the nucleic 
acids or sequences to be amplified, where said oligonucleotides can, in 
certain conditions, form starting points and/or chemical components for 
the synthesis of nucleic acids and are built into the amplification product 
to be formed. The product of the components itself again corresponds 
to the nucleic acid or sequence to be amplified. The reaction product 
formed from the oligonucleotide components, possibly from the templates 
and other chemical components, reacts again in one step with the 
oligonucleotide components, the reaction being conducted substantially 
isothermally. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur transkriptions- 
freien Amplifizierung von Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen 
mittels Enzymen, wobei die Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen 
gegebenenfalls vor der Amplifizierung zumindest teilweise in ihre Einzel- 
strange aufgetrennt und/oder transkribiert werden, und in der Reaktions- 
mischung Oligonukleotide mit einer Basensequenz im wesentlichen kom- 
plementar zu den Basensequenzen der Enden der zu amplifizierenden 
Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz enthalten sind, welche Oligonukleotide unter geeigneten Bedingungen Startpunkte und/oder chemis- 
che Bausteine zur Nukleinsauresynthese bilden kBnnen und in das zu bildende Amplifizierungsprodukt eingebaut werden, wobei das Produkt 
aus den Bausteinen selbst wieder der zu amplifizierenden Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz entspricht, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafi in einem Schritt das Reaktionsprodukt, welches aus den Oligonukleotidbausteinen, gegebenenfalls dem Template und gegebenenfalls 
aus weiteren chemischen Bausteinen gebildet wurde, wieder mit den Oligonukleotidbausteinen reagiert, wobei die Reaktion im wesentlichen 
isotherm gefuhrt wird. 
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Verfahren zur transkriptionsfreien Amplif izierung 

von Nukleinsauren m 

Gebiet der Erfindung : Die vorliegende Erfmdung bezieht sich auf das Gebiet der 
Molekularbiologie und der rekombinanten DNA-Technologie (Gentechnik). Die 
Erfindung bietet Moglichkeiten zur vereinfachten in-vitro- Synthese von Nukleinsauren. 
Im Besonderen sind die hier beschriebenen Methoden auf die Nukleinsaureamplifikation 
5 mit Primer-abhangigen DNA/RNA Polymerases DNA- und RNA-Ligasen anwendbar. 
Die Erfindung hat eine Vielzahl von Anwendungen in der Molekulaibiologie, der 
medizinischen Diagnose, der Umwelt- und der forensischen Analytik. 

Insbesonders betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur isothermen, 
transkriptionsfreien Amplifizierung von Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen 
10 mittels Enzymen, wobei die Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen 

gegebenenfalls vor der Amplifizierung zumindest teilweise in ihre Einzelstrange 
aufgetrennt und/oder transkribiert werden konnen. 

Die Amplifizierung eifolgt durch enzymatischen Einbau von mindestens zwei 
Oligonukleotidbausteinen mit einer Basensequenz im wesentlichen komplementar zu den 
15 Basensequenzen der jeweiligen Enden der komplementaren Strange der zu 
amplifizierenden Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz, wobei das Produkt aus den 
Bausteinen selbst wieder der zu amplifizierenden Nukleinsaure bzw. 
Nukleinsauresequenz entspricht. 

Stand der Technik : Die Amplifikation von Nukleinsauren, wie z.B. DNA und 
20 RNA, bzw. Nukleinsauresequenzen in vitro hat viele Anwendungen und kann auf 
verschiedene Art und Weise durchgefuhrt werden (wenn im folgenden von 
"Amplifizierung" die Rede ist, so ist darunter eine wesentliche Vermehrung, d.h. mehr 
als Verdopplung der Ausgangsprodukte zu verstehen). 

Das Prinzip der Vermehrung von DNA mittels Polymeraseaktivitat wurde von 
25 Kleppe et al., J. Mol. Biol.. 56:341 (1971) im Detail beschrieben. Danach werden 
Oligonukleotide als Startpunkte fur die enzymatische DNA-Synthese verwendet, sodaB 
das Produkt dieser Synthese wieder als Template fur eine weitere Synthese dienen kann. 
Nach diesem Prinzip mussen zwischen den einzelnen Syntheseschritten die 
komplementaren Nukleinsaurestrange immer wieder voneinander getrennt werden. Die 
30 US-PS 4683202 beschreibt die praktische Umsetzung dieses Prinzips. 

Hinsichtlich der angewandten Temperatur sind dabei insbesondere zwei Verfahren 
zu unterscheiden, namlich Verfahren mit zyklischer Temperaturanderung zwischen einer 
Amplifizierungs- und einer Denaturierungs (Strangauftrennungs-)temperatur, wobei die 
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Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen vor jedem Amplifizierungsschritt praktisch 
vollstandig in ihre Einzelstrange zerlegt werden, sowie isotherme Verfahren. 

Zur ersteren Gaippe der Temperatur-Cycling- Verfahren gehort beispielsweise das 
sogenannte PCR ("Polymerase Chain Reaction")-Verfahren, wobei eine 
5 Nukleinsauresequenz in einer Reaktion, bei der die Temperatur einer zyklischen 
Anderung unterworfen wird, in exponentieller Form vermehrt werden kann. Fur die 
Amplifizierung der Nukleinsauresequenz wird meist eine thermostabile Polymerase 
verwendet [vgl. z.B. Saiki et al., Science, 230, 1350-1354 (1985) bzw. Saiki et al., 
Science, 239,487,(1988)]. 

10 GemaB der US-PS 4683195 (Mullis et al.) kann in einem Temperatur-Cycling 
Verfahren die an den Amplifizierungsschritt anschlieflende Strangtrennung durch jede 
passende Denaturierungsmethode erreicht werden, sei sie chemischer, physikalischer 
oder enzymatischer Natur. In dem genannten Dokument werden physikalische 
Strangtrennungsmethoden bevorzugt, z.B. Erhitzen der Nukleinsaure bis sie komplett 

15 (>99%) denaturiert, d.h. in die beiden Einzelstrange zerlegt ist. Eine typische 
Hitzedenaturierung erfolgt bei Temperaturen zwischen 90 °C und 105°C und dauert 
allgemein zwischen 0,5 und 5 Minuten. Bevorzugte Temperaturen sind zwischen 90 0 und 
100°C fur 0,5 bis 3 Minuten. Bei Verwendung eines thermolabilen Enzyms [US-PS 
4683202] muB dabei nach jeder Strangtrennung durch Hitze frisches Enzym zugesetzt 

20 werden. Durch Verwendung eines thermostabilen Enzymes kann das Unterbrechen des 
Temperaturcyclings zum Zweck der Enzymzugabe unterbleiben, der ProzeB lauft mit 
Hilfe entsprechender Temperaturcy cling- Automaten „simultan" ab. 

Ein weiteres Verfahren aus der Gruppe der Temperatur-Cycling- Verfahren ist das 
sogenannte LCR ("Ligase Chain Reaction")- Verfahren, etwa gemaB F. Barany in Proc. 

25 Natl. Acad. Sci. USA, 88, 189-193, 1991, wobei diese Reaktion wie die PCR zu einer 
nichtlinearen Vermehrung der eingesetzten Nukleinsaure fuhrt, auch eine zyklische 
Temperaturanderung zwischen einer Amplifizierungs- und, einer 
Denaturierungstemperatur erfolgt und thermostabile Ligase als Enzym verwendet wird. 
(WO 90/01069 und EP-A 320308). Ein spezieller Fall der LCR ist die sogenannte "gap- 

30 filling LCR", die zusatzlich zur Ligase auch eine Polymerase verwendet, bei der nur die 
Produkte aus der Polymerasereaktion als Substrate fur die Ligase verwendet werden 
(US-PS 5427930). 

Es konnen auch mehrere ahnliche Enzyme mit leicht unterschiedlichen 
Eigenschaften in einer Reaktion verwendet werden werden, um besondere Ergebnisse zu 
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erzielen, die mit einem Enzym nicht erreicht werden konnen. Die Amplifizierung langer 
DNA-Abschnitte ist ein Beispiel fur eine derartige Reaktion (Barnes, W.M. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA,91, 2216-2220, 1994). 

Andererseits sind auch isotherme Verfahren, wie z.B. die „self sustained sequence 
5 replication" (3SR) im Stand der Technik bekannt, beispielsweise aus: E. Fahy et al., PCR 
Meth. Appl. 1, 25-33, 1991; D. Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86, 1173-7 
(1989); der WO 88/103 15 (T. R. Gingeras et al.); der EP-A 0329822 (H.I. Miller et al.); 
und aus J. van Brunt, Bio/Technology 8, 291-4 (1990); US-PS 5409818, 5399491 und 
5194370). 

10 Diesen Verfahren ist gemeinsam, daB sie zwar isotherm durchgeflihrt werden 
konnen, fur die Amplifizierung jedoch mehrere verschiedene Enzyme notwendig sind 
(z.B. Reverse Transkriptase, RNaseH, RNA -Polymerase), da der Amplifizierungsschritt 
uber eine Transkription (RNA zu DNA bzw. DNA zu RNA) verlauft Nachteilig ist auch, 
daC die isothermen Verfahren des Standes der Technik niedrigere Spezifitat aufweisen, 
15 da keine therm ostabil en Enzyme verwendet werden. Wenn RNA-Produkte das Ergebnis 
sind, besteht ein weiterer Nachteil darin, dafl diese nur schwer handzuhaben sind (die 
Groflenauftrennung ist nicht so einfach wie bei DNA). Weiters ist auch kein 
Kontaminations-Kontroll-System vorhanden. 

In folgenden Literaturstellen werden noch alternative Verfahren fur eine 
20 Amplifizierung von Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen mittels spezieller 
Enzymsysteme (Restriktionsendonukleasen bzw. Q-beta Replikasen) beschrieben: 

G.T. Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 89, 392-6 (1992); US-PS 
5356774 (VD. Axelrod et al.); und P. Knight, Bio/Technology 7, 609-10 (1989). 

WO 90/10064 and WO 91/03573 beschreiben die Verwendung des Bakteriophagen 
25 phi29-Replikationsursprungs fur die isotherme Amplifizierung von Nukleinsauren. 

Die sogenannte Strang- Verdrangungsamplifizierung (US-PS 5455166 und US-PS 
5422252) beruht auf der Strangverdrangungsaktivitat von Polymerasen, die an 
bestimmten, durch Primersequenzen vorgegebenen Stellen und durch spezielle 
Endonukleasen im Reaktionsgemisch erzeugten Startpunkten einen der beiden 
30 komplementaren Nukleinsaurestrange vom anderen lost und gleichzeitig einen neuen 
komplementaren Strang synthetisiert. 

Ein einfacheres isothermes Strang- Verdrangungs-Amplifizierungs- Verfahren wird in 
EP-A 0676476 beschrieben. In diesem Verfahren ist lediglich eine Polymerase als 
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Enzym notwendig, allerdings sind mindestens 2 Oligonukleotide pro Strang, also 
insgesamt mindestens vier Oligonukleotide fur die Amplifizierung notig. 

Eine der Sonderformen der PCR stelit die sogenannte „Nested"-PCR (z.B. US-PS 
5340728, EP-A 0519338, US-PS 4683195, US-PS 5314809) dar. 
5 Eine weitere Sonderform der PCR stelit die sogenannte RT-PCR dar, wobei RNA- 
Template zuerst in cDNA transkribiert wird. Dabei kann ein Enzym verwendet werden, 
das sowoM Reverse Transkriptase-Aktivitat, als auch DNA Polym erase- Aktivi tat hat 
(z.B. US-PS 5322770). 

Obwohl alle diese Methoden ihren Platz in der Forschung gefunden haben - die PCR 
10 ist aus einem modernen molekularbiologischen Labor nicht mehr wegzudenken - sind sie 
dennoch komplex und stellen so hohe Anforderungen an Geratschaft und Personal, daB 
sie kaum als Routinemethoden bezeichnet werden konnen. Ebenso sind mit diesen 
Methoden hohe Gerate- und Reagenzkosten verbunden, da insbesondere fur das 
Temperatur-Cycling teure Hochleistungsthermostaten notig sind (vgl. R. Hoelzel, 
15 "Trends in Genetics", 6 237-238, 1990; oder U. Linz, Biotechniques, 9 , 286-292, 1990) 
und andererseits fur die isothermen Methoden teure Enzyme verwendet werden miissen. 
Definitionen der in Beschreihung und Patentansnrfiche verwendeten Begrifle : 
Isotherm: Unter "im wesentlichen isotherm" bzw. "bei im wesentlichen derselben 
Temperatur" ist eine Abweichung von der vorgegebenen Temperatur im Bereich der 
20 Abweichung eines handelsublichen Thermostaten zu verstehen. 

Ausgangsmaterial: Beim erfindungsgemaBen Verfahren kann jede Nukleinsaure 
bzw. Nukleinsauresequenz in gereinigter oder ungereinigter Form als Ausgangsmaterial 
verwendet werden, vorausgesetzt, es enthalt (bzw. es wird angenommen, daB es enthalt) 
im wesentlichen die fur die verwendeten Oligonukleotidbausteine spezifische 
25 Nukleinsauresequenz. Fur das erfindungsgemaBe Verfahren kann DNA oder RNA 
(inklusive mRNA, rRNA, tRNA, etc.) in einzelstrangiger oder doppelstrangiger Form 
verwendet werden. Daruberhinaus kann auch ein DNA-RNA-Hybrid als Template 
verwendet werden. Eine Mischung dieser Nukleinsaurespezies kann ebenso verwendet 
werden wie Nukleinsaure aus vorhergehenden Amplifikationen, und zwar mit gleichen 
30 oder unterschiedlichen Oligonukleotiden wie in der ersten Amplifikation. 

Die zu amplifizierende spezifische Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz kann 
ein Teil eines groBeren Molekuls sein oder kann als Molekul schon in der Form 
vorhanden sein, daB die spezifische Sequenz der ganzen Nukleinsaure entspricht 
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Es ist nicht notwendig, daB die zu amplifizierende Sequenz in reiner Form vorliegt, 
sie kann auch nur als Bruchteil einer komplexen Mischung vorliegen (z.B. als Teil eines 
Genoms). Dieses Genom selbst kann auch nur ein Teil einer biologischen Probe sein 
(z.B. Zellen oder Gewebe). 
5 Die Ausgangsnukleinsaure bzw. -sequenz kann eine oder mehrere spezifische 
Nukleinsauresubsequenzen enthalten (die gleich oder unterschiedlich sein konnen). Die 
Amplifikationsmethode ist daher nicht nur dafur geeignet, groBe Mengen einer 
spezifischen Nukleinsaure herzustellen, sondern auch urn gleichzeitig mehrere 
Subsequenzen der Ausgangsnukleinsaure bzw. -sequenz in einem ReaktionsgefaB zu 
10 amplifizieren. 

Die gegebenenfalls vor Reaktionsbeginn in Einzelstrange aufgetrennte 
("denaturierte") Ausgangsnukleinsaure bzw. -sequenz, kann aus verschiedenen Quellen 
stammen, z.B. von Plasmiden wie pBR322, von klonierter DNA oder RNA, von 
chemisch synthetisierter DNA oder RNA, aus naturlicher DNA oder RNA beliebiger 

15 Herkunft (z.B. aus Bakterien, Hefen, Pilzen, Viren und Organelles oder aus hoheren 
Organismen wie z.B. Pflanzen, Tieren oder Menschen). DNA oder RNA kann z.B. aus 
Blut, Korperflussigkeiten, Pflanzensaften, Nahrmedien oder Geweben mit einer Vielzahl 
von Techniken extrahiert werden - vgl. z.B. "Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 
J. Sambrook et aL, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1989) - es konnen 

20 aber auch nicht extrahierte Gewebeteile oder Zellen verwendet werden. Grundsatzlich 
kann durch das Verfahren der vorliegenden Erfindung jede spezifische Nukleinsaure- 
Sequenz amplifiziert werden. 

Chemische Bausteine: Unter "chemische Bausteine" werden in der vorliegenden 
Schrift solche verstanden, die zur enzymatischen Synthese von Nukleinsauren verwendet 

25 werden bzw. verwendet werden konnen, wie z.B. Deoxyribonukleotidtriphosphate, 
Ribonukleotidtriphosphate, Oligonukleotide (wie Ribooligonukleotide oder 
Deoxyribooligonukleotide). Es konnen aber auch modifizierte Bausteine verwendet 
werden, etwa solche, die bestimmte Markierungen, wie Biotin und dergl., oder 
Reaktionsgruppen, beispielsweise Phosphatgruppen, tragen. Denkbar sind auch kleinere 

30 Bausteine, wie z.B. Teile von Nukleotiden und Nukleosiden und Derivate davon. 

Oligonukleotidbausteine: Die Bezeichnung "Oligonukleotid" wird hier fur naturliche 
oder synthetische Molekule verwendet, die aus mindestens zwei Deoxyribonukleotiden 
oder Ribonukleotiden bzw. Derivaten hievon bestehen. Die Veranderung kann sowohl 
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den Basenteil als auch das Ruckgrat der Oligonukleotide betreffen (z.B. Peptid- 
Nukleinsauren, Hexose-Phosphate, etc.) 

Die genaue GroBe der Oligonukleotide hangt von mehreren Falctoren ab, welche 
ihrerseits wieder von der jeweiligen Verwendung oder Funktion des Oligonukleotids 
5 abhangen. Oligonukleotide konnen chemisch synthetisch oder durch Klonieren oder 
Praparieren von DNA- oder RNA-Sequenzen hergestellt werden. 

Oligonukleotidbausteine sind Oligonukleotide die als chemische Bausteine in der 
vorliegenden Erfindung venvendet werden. Ein Oligonukleotidbaustein ist also eine 
Nukleinsaure, eine Nukleinsauresequenz oder ein Oligonukleotid, welche unter 
10 geeigneten Bedingungen (d.h. unter EinfluB von Enzymen, Anwesenheit der 
erforderlichen chemischen Bausteine, wie z.B. weitere Oligonukleotidbausteine, 
Nukleotidtriphosphaten, Pufferbedingungen wie z.B. pH, Ionenstarke, Kofaktoren, etc.) 
und bei passender Temperatur als chemischer Baustein fur die Nukleinsaure-Synthese 
dienen kann. 

15 Hinsichtlich der Ubereinstimmung der komplementaren Basensequenzen von 
Oligonukleotidbausteinen und Template ist lediglich erforderlich, daB eine ausreichende 
Zahl von Basen an beiden Enden der spezifischen und zu amplifizierenden Nukleinsaure- 
Sequenz im wesentlichen bekannt sind, sodaB als Oligonukleotidbausteine mindestens 
zwei Nukleinsauren hergestellt werden konnen, von denen mindestens eine an den 

20 jeweiligen entgegengesetzten Nukleinsaure-Strangen hybridisieren konnen. Die relative 
Position auf der Sequenz wird dabei vorzugsweise so gewahlt, daB das Produkt, das von 
einem Oligonukleotidbaustein (bei Polymerase-katalysierten Amplifikationen) bzw. von 
zwei Oligonukleotidbausteinen (fur Ligase-katalysierte Reaktionen) gebildet wird, als 
Template fur die enzymatische "Verlangerung" (fur Polymerase katalysierte Reaktionen) 

25 des anderen Oligonukleotidbausteins bzw. fur die " Verknupfung" (fur Ligase katalysierte 
Reaktionen) der anderen Oligonukleotidbausteine dienen kann. 

Oligonukleotidbausteine konnen aus naturlichen Quellen stammen, wie z.B. 
restriktionsverdaute DNA, oder chemisch synthetisch und/oder enzymatisch hergestellt 
werden. Die genaue Lange der Oligonukleotidbausteine hangt von mehreren Faktoren ab, 

30 wie z.B. Temperatur, Templatesequenz, etc. Im Allgemeinen sind 
Oligonukleotidbausteine zwischen 15 und 40 Basen lang, konnen aber auch kurzer oder 
langer sein. Ktirzere Oligonukleotidbausteine benotigen in der Regel niedrigere 
Temperaturen fur eine effiziente Reaktion. Die im erfindungsgemaBen Verfahren 
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verwendeten Oligonukleotidbausteine mussen jedenfalls zu den jeweiligen spezifischen 
Sequenzen, die amplifiziert werden sollen, im wesentlichcn komplementar sein. 

Ein Oligonukleotidbaustein mufl also nicht exakt komplementar zum jeweiligen 
Template-Strang sein. Es ist z.B. moglich, nicht-komplementare Nukleotidsequenzen 
5 und/oder Markierungen ( wie z.B. Haptene oder Enzyme) an den auBeren Enden der zu 
reagierenden Oligonukleotidbausteine anzuhangen. 

Transkription: "Transkription" ist der ProzeB der Bildung eines RNA-Stranges unter 
Verwendung eines DNA-Stranges als Matrize. Ein Sonderfall der Transkription ist die 
Reverse Transkription, bei der ein DNA-Strang unter Verwendung eines RNA-Stranges 
10 als Matrize hergestellt (gebildet) wird. Unter "Transkription" wird in der vorliegenden 
Beschreibung jedenfalls ein ProzeB verstanden, der von einer Nukleinsaureart (wie RNA 
oderDNA) zur jeweils anderen Nukleinsaureart (DNA oder RNA) fuhrt. 

Template: Jede Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz, die als Basis fur die 
Synthese der entsprechenden komplementaren Nukleinsaurestrange dienen kann, wird 
15 als Template bezeichnet. Sowohl die Ausgangsnukleinsaure als auch die 
Zwischenprodukte und Reaktionsprodukte konnen Template sein. 

Mutation: Eine "Mutation" ist eine Veranderung in der Basenzusammensetzung 
einer Nukleinsaure, wobei die vorhandenen Basen den natiirlichen entsprechen konnen 
und als Unterschied das Fehlen, der Austausch durch andere oder das Einfugen von 
20 Basen zu sehen ist. Es konnen aber auch die Zusammensetzungen der Nukleinsauren 
relativ gleich sein und die Veranderung sich auf eine chemische Modifikation des 
Molekuls beziehen. Es kann aber auch eine Kombination der oben erwahnten Arten 
gemeint sein. 

Enzyme: Enzyme sind liblicherweise Polypeptide, die eine chemische Reaktion 
25 katalysieren. Es konnen aber enzymatische Aktivitaten auch bei anderen Stoffklassen 
gefunden und als Ezyme verwendet werden (z.B. RNA, synthetische Polymere). Unter 
Enzym wird in der vorliegenden Schrift auch ein Gemisch von verschiedenen Enzymen 
mit ahnlichen Eigenschaften verstanden. 

Hilfsoligonukleotide: Hilfsoligonukleotide sind Oligonukleotide, die eine chemische 
30 Reaktion verbessern, ohne als chemischer Baustein in dieser Reaktion verbraucht zu 
werden. 

Reaktionsprodukt: Das Reaktionsprodukt ist ein doppelstrangiges 
Nukleinsauremolekul, das aus den zugesetzen chemischen Bausteinen durch 
enzymatische Aktivitat erzeugt wurde und zum Teil auch aus Template bestehen kann. 
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Zusammenfassung der Erfindung: 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur transkriptionsfreien 
Amplifizierung von Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen mittels Enzymen, 
5 wobei die Nukleinsauren bzw. Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls vor der 
Amplifizierung zumindest teilweise in ihre Einzelstrange aufgetrennt und/oder 
transkribiert werden, und in der Reaktionsmischung Oligonukleotide mit einer 
Basensequenz im wesentlichen komplementar zu den Basensequenzen der Enden der zu 
amplifizierenden Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz der Reaktionsmischung 

10 enthalten sind, welche Oligonukleotide unter geeigneten Bedingungen Startpunkte 
und/oder chemische Bausteine zur Nukieinsauresynthese bilden konnen und in das zu 
bildende Amplifizierungsprodukt eingebaut werden, wobei das Produkt aus den 
Bausteinen selbst wieder der zu amplifizierenden Nukleinsaure bzw. 
Nukleinsauresequenz entspricht, dadurch gekennzeichnet, daO in einem Schritt das 

15 Reaktionsprodukt, welches aus den Oligonukleotidbausteinen, gegebenenfalls dem 
Template und gegebenenfalls aus weitereren chemischen Bausteinen gebildet wurde, 
wieder mit den Oligonukleotidbausteinen reagiert, wobei die Reaktion im wesentlichen 
isotherm gefiihrt wird. 

20 Detailierte Beschreibung der Erfindung : 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die bekannten Nachteile der 
herkommlichen Verfahren wie PCR, LCR oder 3SR zu iiberwinden und ein einfaches, 
kostengiinstiges Verfahren der eingangs angegebenen Art vorzusehen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, daO das Verfahren im 
25 wesentlichen isotherm ablauft und nur ein Enzym verwendet werden muB. 

Bei einer derartigen isothermen Verfahrensfuhrung findet die Amplifizierung unter 
Beibehaltung der Doppelstrangform der Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurefragmente, d.h. 
unter weitgehender Beibehaltung von Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren 
von komplementaren, zu amplifizierenden Nukleinsauren bzw. Nukleinsaurefragmenten 
30 statt. Mit anderen Worten bedeutet dies, daB wahrend der Amplifizierung 
komplementare zu amplifizierende Nukleinsauren bzw. Nukleinsaurefragmente als 
Doppelstrange vorliegen. 

Alle Reaktanden, die Nukleotidtriphosphate, Oligonukleotidbausteine, das Produkt, 
das Template und das Enzym stehen untereinander sowie mit alien anderen 
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Reaktionskomponenten im FlieBgleichgewicht Die Reaktionsbedingungen und 
insbesondere die Reaktionstemperatur werden dabei erfindungsgemaB derart gewahlt, 
daB auch das Amplifikationsprodukt bevorzugt in doppelstrangiger Form vorliegt. 
Obwohl der Reaktionsmechanismus noch nicht endgultig geklart werden konnte, wird 
5 aufgrund der vorliegenden Daten und Versuchsergebnisse angenommen, dafl beim 
erfindungsgemaBen Verfahren die zugesetzten Oligonukleotidbausteine im Widerspruch 
zur gangigen Auffassung uber derartige molekulare Mechanismen bereits an der 
Doppelstrangform der eingesetzten Nukleinsaure bzw. Nukleinsaurefragmente angreifen 
und somit die bei herkommlichen Verfahren wie PCR, LCR, 3SR, etc. zwingend 
10 notwendige Auftrennung von Nukleinsaure oder Nukleinsaurefragmenten - bzw. im 
weiteren Reaktionsverlauf der Reaktionszwischenprodukte in die Einzelstrange nicht 
erforderlich ist. 

Gangige Verfahren beruhen darauf, daB die Reaktionszwischenprodukte in ihre 
Einzelstrange getrennt werden und dann die Oligonukleotide bevorzugt mit den 

15 Einzel Strang en hybridisieren. Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht hingegen auf der 
uberraschenden Erkenntnis, daB die Oligonukleotide bei gegebener Temperatur in einem 
Schritt mit dem Ausgangsmaterial bzw. dem Amplifikationsprodukt reagieren und aus 
diesen Reaktionsprodukten unter enzymatischer Katalyse wiederum 
Ampliflkationsprodukte enstehen. Hierbei besteht zu den Verfahren des Standes der 

20 Technik der wesentliche und prinzipielle Unterschied, daB in der PCR bzw. in der LCR 
sowie in verwandten Verfahren den Oligonukleotiden durch Hitzedenaturierung 
Einzelstrange als Templates vorbereitet werden, an welche die Primer und 
Oligonukleotidbausteine dann hybridisieren. Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird 
hingegen die Tatsache ausgenutzt, daB bei Vorliegen dynamischer Gleichgewichte die 

25 Reaktionsprodukte durch Zugabe eines Reaktionspartners im UberschuB favorisiert 
werden konnen. Diese Art der Reaktion wird Strang Invasion (bzw. Strang-Austausch) 
bezeichnet und wurde nach dem Anmeldetag der Prioritatsanmeldung zur vorliegenden 
Erfindung an sogenannter D-Form DNA nachgewiesen (Iyer, M. et al. J. Biol. Chem. 
270, 14712, 1995). Die Strang-Invasion konnte jedoch nicht bei B-Form DNA, der 

30 haufigsten Form, nachgewiesen werden. In der vorliegenden Erfindung wird die B-Form 
Nukleinsaurehelix durch Hitze destabilisiert, sodaB sie uberraschenderweise einer 
Strangaustausch-Reaktion zuganglich ist. Es sind auch Peptide beschrieben, die, eine 
Strangaustausch-Reaktion verbessern (Corey, D.R., J. Am. Chem. Soc, 9373, 1995). 
Derartige Peptidsequenzen konnten auch in der vorliegenden Erfindung verwendet 
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werden. Ebenfalls denkbar ist der Einsatz sogenannter Peptidnukleinsauren, um die 
Strangaustausch-Reaktion zu verbessern (Iyer, M. et al. J. Biol. Chem. 270, 14712,1995). 

Somit werden beim erfindungsgemaBen Verfahren den Oligonukleotidbausteinen 
keine Einzelstrange als Templates angeboten, vielmehr reagieren die 
5 Oligonukleotidbausteine bei einem isothermen Reaktionsverlauf von sich aus mit dem 
doppelstrangigen Amplifizierungsprodukt und bilden neue, unvollstandige 
Reaktionspartner, die vviederum sofort mit den jeweiligen Enzymen und sonstigen 
Reaktionspartnem autokatalytisch reagieren konnen, um so neue 
Ampliflzierungsprodukte zu bilden. 

10 Fur das erfindungsgemaBe Verfahren konnen verschiedene Enzyme einzeln oder in 
Kombination verwendet werden. Werden Polymerasen verwendet, beginnt die Synthese 
am 3'-Ende des Oligonukleotidbausteins und wird in Richtung 5'-Ende entlang dem 
Template fortgesetzt. Es sind aber auch Enzyme denkbar, die die Synthese am 5'-Ende 
des Primers starten und in Richtung 3'-Ende fortsetzen. Auch solche Enzyme konnten fur 

15 das erfindungsgemaBe Verfahren verwendet werden. Weiters ist denkbar, daB eine 
Oligonukleotidbaustein-abhangige RNA-Polymerase als Enzym verwendet wird. Wird 
Ligase eingesetzt, werden im Allgemeinen teilweise Oligonukleotidbausteine verwendet, 
die an den Enden Phosphatgruppen tragen. Es ist auch denkbar, eine Mischung von 
ahnlichen Enzymen, oder verschiedenen Enzymen in einer Reaktion zu verwenden, um 

20 bestimmte Amplifizierungen zu erreichen (z.B. zwei oder mehrere verschiedene 
Polymerasen oder Polymerasen und Ligasen). Die spezifische Nukleinsaure oder - 
sequenz wird unter Verwendung einer nukleinsaurehaltigen Probe, die eben diese 
Sequenz (oder einen Teil davon) als Template enthalt, produziert. Wenn die 
herzustellende Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz DNA ist, sind bei Verwendung 

25 von Polymerase die vier vorzugsweise zu verwendenden Nukleoti diphosphate dATP, 
dCTP, dGTP und TTP. 

Die fur die Reaktion notwendige Oligonukleotidkonzentration kann variieren, liegt 
jedoch im allgemeinen liber der Tempi ate-Konzentrati on (in molaren Verhaltnissen 
ausgedriickt). Ein groBer molarer UberschuB verbessert normalerweise die Reaktion. 

30 Ein vorbereitender Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht 
gegebenenfalls in der Denaturierung (Strangtrennung) bzw. der Transkription der 
Nukleinsaure, sodaB bei anschlieBendem Abkiihlen auf die Reaktionstemperatur 
intensiver Kontakt zwischen den Template-Strangen, den Oligonukleotidbausteinen, ggf. 
den Nukleotidtriphosphaten und den entsprechenden Enzymen - vorzugsweise 
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Polymerase oder Ligase - moglich ist. Sofern noch nicht in der Reaktionslosung 
vorhanden, werden anschlieBend das gewahlte Enzym und die bendtigten chemischen 
Bausteine zugegeben und das Reaktionsgemisch auf passende Reaktionstemperatur 
gebracht. Die Reaktionsbedingungen und insbesondere die Reaktionstemperatur werden 
5 dabei so gewahlt, daB die Amplifikation unter Ausnutzung des dynamischen 
Gleichgewichtes zwischen Amplifizierungsprodukt und chemischen Bausteinen ohne 
thermische Strangauftrennung moglich ist, wobei angenommen wird, daB die 
verwendeten Oligonukleotide direkt in die Doppelstrangform des 
Amplifizierungsproduktes an ihre komplementaren Bindungsstellen 

10 "hineinhybridisieren" und dabei die Doppelstrangform des Amplifizierungsproduktes 
reiBverschluBartig aufgeht. 

Die spezielle Reaktionstemperatur wird ublicherweise aus Grunden der Spezifitat 
hoher als die errechnete Schmelztemperatur der Oligonukleotidbausteine gewahlt 

Die Schmelztemperatur der Oligonukleotidbausteine kann nach verschiedenen 

15 Methoden errechnet werden, die optimale Amplifizierungstemperatur ist jedoch dariiber 
hinaus auch noch von vielen anderen Faktoren (wie z.B. Ionenstarke des Puffers, 
Konzentration der Oligonukleotidbausteine, Lange und Basenzusammensetzung des 
Templates, etc.) abhangig. 

Vorteilhaft ist auch, wenn die Oligonukleotidbausteine am Template moglichst nahe 

20 beisammen liegen, am besten so, daB das Amplifizierungsprodukt gleich grofl oder nicht 
wesentlich groBer ist als die Summe der Lange der eingesetzten Oligonukleotide . 

GemaB der vorliegenden Erfindung werden auch Reagenzkits bereitgestellt, welche 
Oligonukleotidbausteine zur Vervvendung in dem erfindungsgemaBen Verfahren 
enthalten, wobei die Differenz der Schmelztemperaturen zwischen den 

25 Oligonukleotidbausteinen und dem erwunschten Produkt nicht mehr als 25 °C, 
vorzugsweise nicht mehr als 20 C C und insbesondere nicht mehr als 15 °C betragt. 

Besonders bevorzugt wird hiebei, wenn die Differenz der Schmelztemperaturen 
zwischen den Oligonukleotidbausteinen und dem erwunschten Produkt nicht mehr als 
10°C, vorzugsweise nicht mehr als 5 °C betragt. 

30 Fur diagnostische Methoden ist es am gunstigsten, wenn die Basensequenz der 
Oligonukleotidbausteine zumindest zu einem Teil der Targetsequenz exakt 
komplementar ist. 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens bestehen insbesondere darin, daB 
keine Temperaturzyklen eingehalten werden mussen, d.h. daB auch die Notwendigkeit 
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fur eine teure Instrumentierung entfallt, daB einfacher standardisiert werden kann, groBe 
Reaktionsansatze (1 ml und mehr) durchgefuhrt werden konnen und schlieBlich, daB 
lediglich ein einziges Enzym benotigt wird. Selbstverstandlich kann das 
erfindungsgemaBe Verfahren auch im Zuge gangiger Verfahren wie PCR bzw. LCR 
5 sowie in verwandten Verfahren zum Einsatz kommen. Vorzugsweise liegt dabei die 
Temperatur des Amplifizierungsschrittes uber der errechneten Schmelztemperatur der 
verwendeten Oligonukleotide. 

Es sind viele Sonderformen der vorliegenden Erfmdung denkbar, z.B. nested, d.h. 
daB zuerst mit auBeren Oligonukleotidbausteinen amplifiziert wird, danach Teile des 

10 Amplifizierungsprodukts weiteramplifiziert werden. Auch eine Kopplung der 
Amplifizierung mit einer Reversen Transkription in einem Reaktionsansatz ist denkbar. 

Der Nachweis der Amplifizierungsprodukte erfolgt prinzipiell gleich wie bei der 
PCR. Besonders giinstig erscheinen Fluoreszenzmethoden, die auf Energy Transfer 
(Forster, T., Discuss. Faraday Soc, 27, 7, 1959) oder Fluoreszenzpolarisation von einem 

15 oder zwei markierten Oligonukleotidbausteinen beruhen. Denkbar sind auch 
Fluoreszenzmethoden, bei denen wahrend der Amplifzierung markierte chemische 
Bausteine in das Produkt eingebaut werden und dieser Einbau fluorimetrisch oder 
luminometrisch detektiert wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird nun anhand einiger Beispiele naher erlautert, 

20 ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 
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Beispiel 1: Vermehrtinn einer linearen. einzelstrangigen DNA 
Dieses Beispiel zeigt, daB es moglich ist, ein bestimmtes einzelstrangiges DNA- 
Molekl in vitro enzymatisch zu vermehren. Dabei wird mit zwei 
Oligonukleotidbausteinen, die an zwei komplementare DNA-Strange hybridisieren, ein 
5 doppelstrangiges Produkt gebildet, wobei auf das herkommliche wiederholte Wechseln 
der Reaktion stem p era tur zwischen Amplifizierungs- und Denaturierungstemperatur 
vollig verzichtet wird. Alle Arbeitstechniken und Methoden, die nicht naher beschrieben 
werden, sind Standardtechniken, die in Methodensammlungen fur die Gentechnik oder 
Molekularbiologie beschrieben sind (wie z.B. in "Molecular Cloning. A laboratory 
10 manual"; Sambrook et al.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 1989; ISBN 
0-87969-309-6) 

1.1. Reaktionsansatz: 

Es wurden jeweils 50 (0.1 Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, 
Safe-Lock) zusammenpipettiert. Die Reaktionsansatze wiesen dabei folgende 
15 Zusammensetzung auf: 

10mM(NH 4 ) 2 S0 4 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25° C) 
2mM MgS0 4 

je 200 nM TTP, dGTP, dATP und dCTP (von PROMEGA, Wise, USA) 
20 0,1% (M/V) Triton X-100 (von SERVA, Deutschland) 

10 pmol Oligonukleotidbaustein u676: 
5'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggC.3' 

10 pmol Oligonukleotidbaustein 1755 : 
S-dCgCCgAAAATgACCCAgAgCgCTgCCggCACCTgTCCTACgAgTTgCATg-S' 
25 1 fmol Template-DNA: 

S'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCCATgCAACTCg- 
TAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-3' 

Die Oligonukleotide und das DNA-Template wurden von CODON genetic systems 
30 (Weiden/See, AT) envorben. 

Als Negativkontrollen dienten Reaktionsansatze, denen keine Template-DNA 
zugesetzt wurde. 
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AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze mit 100 ^1 Mineralol (SIGMA, M-3516) 
uberschichtet und auf einem Perkin Elmer Cetus GeneAmp PCR System 9600 
Thermostatisiergerat auf 84° C erwarmt. Zwei Units des Enzyms Deep Vent R (exo-) DNA 
Polymerase (New England Biolabs, USA) wurden dem Gemisch nach Erreichen der 
5 Reaktionstemperatur zugesetzt. 

AnschlieBend wurden einzelne Proben und Negativkontrollen bei 84° C 
unterschiedlich lang weiterinkubiert, um einen Verlauf der Ampliflzierung feststellen zu 
konnen. 10 |il der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt 
und durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. 
10 Das Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard 
als einzige Bande identifiziert werden. 

1.2. Zeitverlauf der Ampliflzierung: 

Die Produkte der einzelnen Reaktionsanstze wurden nach der Elektrophorese 
quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte durch serielle Verdunnung der einzelnen 
15 Reaktionsgemische und Vergleich der Verdunnungsstufen mit einem DNA-Standard und 
untereinander. 

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 1 zusammengefaCt. 

1.3. Molekulare Klonierung und Sequenzierung eines Amplifizierungsproduktes 
Nach der Amplifikation wurde das Reaktionsgemisch mit Phenol/Chloroform und 

20 Chloroform extrahiert und die DNA mit Ethanol ausgefallt. Die getrocknete DNA wurde 
in Phosphoiylierungspuffer (Boehringer Mannheim) mit 1 mM ATP und 10 Einheiten 
des Enzyms T4 Polynucleotid Kinase (Boehringer Mannheim) in einem Endvolumen von 
10 p.1 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird dem Ansatz 1,5 |jJ steriles 
destilliertes Wasser, 1,5 \xl 1M MgCl 2 , 1 jjlI ImM dNTP (je 250 \jM TTP, dGTP, dCTP, 

25 dATP) und 1 (il (= 2 Einheiten) Klenow-Enzym zugesetzt und eine weitere Stunde bei 
37°C inkubiert. 

Das Reaktionsgemisch wurde auf einem praparativen Agarosegel aufgetrennt, die 
DNA-Bande aus dem Gel gereinigt und zur Ligation verwendet. Die Ligation des 
Produktes in einen mit Smal geschnittenen und dephosphorylierten Plasmidvektor (p 
30 Bluescript IISK+; Stratagene) erfolgte nach Standard verfahren. Nach der Transformation 
in kompetente Bakterien Escherichia coli MC1061 woirden einige Bakterienkolonien zur 
Herstellung von Plasmid-DNA fur die Sequenzierung benutzt 
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Die Sequenzierung des klonierten Produktes mit den Primern M13 sequencing und 
M13 reverse sequencing (CODON genetic systems) erfolgte nach der Dye Deoxy 
Terminator Methode von Applied Biosystems mit dem Sequenziergerat ABI 373 A. 

Die Sequenz des Amplifizierungsproduktes Iautete: 
5 S'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCCATgCAACTCg 
TAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-3' (Plus Strang) 

und 

S'-dCTCggAAgTTgggTCAgTCgAggAAggCCACCCgCgCCCCggTACgTTgAgCA 
TCCTgTCCACggCCgTCgCgAgACCCAgTAAAAgCCgC-5 , (Minus Strang) 
10 Damit wurde gezeigt, daB das Amplifizierungsprodukt genau der durch die beiden 
Oligonukleotidbausteine definierten Sequenz entspricht 

Tabelie 1: Verlauf der Zunahme des Reaktionsproduktes 

15 Reaktionszeit Produktmenge 
in Minuten: in pmol : 

0 0,00 
20 0,24 
20 4 0 0,48 

60 1,44 
120 4,33 
240 8,65 

25 

Beispiel 2: Vermehrunq einer linenrcn, donpelstraneigen DNA 

Dieses Beispiel zeigt, daB es moglich ist, ein bestimmtes doppelstrangiges DNA- 
Molekiil in vitro enzymatisch ohne Denaturierungsschritt zu vermehren. 

Dabei wird mit zwei Oligonukleotiden, die an zwei komplementare DNA-Strange 
30 hybridisieren, ein doppelstrangiges Produkt gebildet, wobei auf das herkommliche 
wiederholte Wechseln der Reaktionstemperatur zwischen Amplifizierungs- und 
Denaturierungstemperatur vollig verzichtet wird. 

2.1. Reaktionsansatz: 
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Es wurden jeweils 50 ]±\ Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, 
Safe-Lock) zusammenpipettiert. Die Reaktionsansatze wiesen dabei folgende 
Zusammensetzung auf: 
10 mM (NH 4 ) 2 S0 4 

5 20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 °C) 

2mM MgS0 4 

je 200 MM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
0,1% (MAO Triton X-100 
10 pmol Oligonukleotidbaustein u676: 
10 (S'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggC-S*) 
10 pmol Oligonukleotidbaustein 1755 
(5'-dCgCCgAAAATgACCCAgAgCgCTgCCggCACCTgTCCTACgAgTTgCATg- 

3') 

1 fmol Template-DNA: 
15 5 , -dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCCATgCAACTCg 
TAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-S' 

S'-dCTCggAAgTTgggTCAgTCgAggAAggCCACCCgCgCCCCggTACgTTgAgCA 
TCCTgTCCACggCCgTCgCgAgACCCAgTAAAAgCCgC-5 f 

20 

Als Negativkontrollen dienten Reaktionsansatze, denen keine Template-DNA 
zugesetzt wurde. 

AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze mit je 100 |il Mineralol (SIGMA, M- 
3516) uberschichtet und auf einem Perkin Elmer Cetus Gene Amp PCR System 9600 
25 Thermostatisiergerat auf 84° C erwarmt. Nach Erreichen der Reaktionstemperatur 
wurden dem Gemisch 2 Units des Enzyms Deep Vent R (exo- ) DNA Polymerase (New 
England Biolabs) zugesetzt. AnschlieBend wurden Proben und Negativkontrollen bei 
84° C 14 Stunden lang weiterinkubiert. 

2.2. Visualisierung: 

30 Je 10 (il der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt 
und durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. 
Das Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard 
als einzige Bande identifiziert werden. 
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Beisniel 3: Vermehrung eines Teils einer donnelstrangigen DNA 
Dieses Beispiel zeigt, daB die zu amplifizierende DNA Teil eines groBeren DNA- 
5 Stuckes sein kann, insbesondere eines Plasmids. 

Als Template-DNA dient das Plasmid pUC19, das mit dem Restriktionsenzym Nar I 
(Boehringer Mannheim) linearisiert wurde. Als Oligonukleotidbausteine wurden 
M13rev (-48) (5'-dAgCggATAACAATTTCACACAggA-3') und 
M13iso (S'-dggCgTAATCATggTCATAgCTgTT-S') verwendet 
10 Es wurden 50 jlxI Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, Safe- 
Lock) zusammenpipettiert, wobei die Reaktionsansatze die folgende Zusammensetzung 
aufwiesen. 

10 mM (NH 4 ) : S0 4 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 ° C) 
15 2mMMgS0 4 

je 200 pM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
0,1% (M/V) Triton X-100 
10 pmol Oligonukleotidbaustein M13rev (-48) 
10 pmol Oligonukleotidbaustein M13iso 
20 1 ng Tempiate-DNA 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz wie oben pipettiert, mit dem 
Unterschied, daB die Template DNA weggelassen wurde. AnschlieBend wurden die 
Reaktionsansatze mit 100 \il Mineralol (SIGMA, M-3516) uberschichtet. Die Ansatze 

25 wurden in einem Thermostatisiergerat (Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer 
Cetus) 10 Minuten auf 95° C erwarmt, anschlieBend auf 70° abgekuhlt wonach den 
Gemischen jeweils 2 Units des Enzyms Deep VentR(exo') DNA Polymerase (New 
England Biolabs) zugesetzt wurden. 

Danach wurden Proben und Negativkontrollen bei 70° C 14 Stunden lang 

30 weiterinkubiert. 10 |il der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel 
aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse 
sichtbar gemacht. Das Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA- 
Langenstandard als einzige Bande identifiziert werden. 
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Beisniel 4: Nachweis eines RNA-Virus durch Vermehrung einer 
virusspezifischen cDNA-Sequenz 
5 Dieses Beispiel zeigt, dafl cDNA als Template fur das erfindungsgemaBe Verfahren 
verwendet werden kann. Es wird ein RNA-Virus (Grapevine Fanleaf Virus; GFLV) 
mitteis spezifischer immobilisierter Antikorper aus einem Pflanzenrohextrakt isoliert, 
anschlieBend wird die virale RNA durch Hitze und Detergens freigelegt und mitteis eines 
spezifischen Oligodeoxynukleotids revers transkribiert. Danach wird die cDNA isotherm 
10 amplifiziert 

4.1. Beschichten einer Oberflache mit speziflschem Serum 

120 |il des GFLV Serums (Bioreba, Basel, Schweiz; 1:500 in 0,1M Natrium- 
Carbonatpuffer, pH 9,6 verdunnt) wurden in KunststoffreaktionsgefaS (Multi- 
Technology, Salt Lake City, USA; 0,5 ml Volumen) pipettiert und 1 Stunde bei 
15 Raumtemperatur inkubiert Danach wurden die Rohrchen dreimal mit TPBS (137 mM 
NaCl, 2,7 mM KC1, 10 mM Na-Phosphat. 0,1% M/V Tween 20; pH 7,4) und zweimal 
mit PBS (137 mMNaCl, 2,7 mM KC1, 10 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,4) gewaschen. 

4.2. Inkubation derProben in den vorbeschichteten ReaktionsgefaBen 
Blattproben von Reben (Vitis vinifera cv. French Colombard) wurden mitteis 

20 GFLV-ELISA (Bioreba, Basel) auf Infektion mit GFLV getestet. 

In je ein vorbeschichtetes Rohrchen wurden je 100 pi Extrakt von Battern einer 
infizierten und einer nicht infizierten Rebe pipettiert, es wurde 2 Stunden bei 4 0 C 
inkubiert, danach wurden die Antikorper dreimal mit TPBS und zweimal mit PBS 
gewaschen. 

25 4.3. Verwendete Oligonukleotidbausteine 

Die Oligonukleotidbausteine amplifizierten einen Teil des Hullproteingens des 
Grapevine Fanleaf Virus. 

"3'-BINE M : 5'-dCTAgAgTgggAAACTggTTC-3' 

(EMBL Accession Nr. X16907, Basen 3543-3562) 
30 H GFLV5'-ENIB": S'-dgTCCAggCTTTAgCTTTTATggTA-S' 

(EMBL Accession Nr. XI 6907, Basen 3519-3542) 

4.4. Reverse Transkription 
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In die ReaktionsgefaGe wurden 20 jil eines RT Puffers (50 mM Tris-HCl, pH 8,3, 
7,5 mM MgCl 2 ) mit zusatzlich 1 mM dCTP, 1 mM dATP, 1 mM dGTP, 1 mM TTP, 20 
pmol '^'-BINE" Oligonukleotidbaustein, 10 Units RNAase Inhibitor (Boehringer 
Mannheim, Deutschland), 10 Units des Enzyms AMV Reverse Transkriptase 
5 (Boehringer Mannheim, Deutschland) und 0,5% Triton X-100 pipettiert. Der 
Reaktionsansatz wurde 10 Minuten bei 65° C inkubiert, anschlieBend 10 Minuten bei 42° 
C. 

4.5.1. Isotherme DNA-Amplifizierung mit Deep Vent L fexo-) DNA-Polvmerase 

In die jeweiligen Reaktionsansatze wurden 80 |il eines PCR Puffers [10 mM 
10 (NH 4 ) 2 S0 4 , 20 mM Tris-HCl, pH 8 3 8 bei 25 ° C, 2 mM MgS0 4 , 0,1% (MTV) Triton X-100] 
mit zusatzlich 20 pmol des Oligonukleotids "3-BINE", 20 pmol des Oligonukleotids 
"GFLV 5'-ENIB M und 4 Units des Enzyms Deep Vent R (exo) DNA Polymerase (New 

England Biolabs) pipettiert. Die Reaktionsansatze wurden mit 70 |il leichtem Mineralol 
(Sigma) iiberschichtet, sofort auf 68° C erwarmt und bei dieser Temperatur 16 Stunden 
15 inkubiert. 

4.5.2. Isotherme DNA-Amplifizierung mit Tag DNA-Polym erase 

In die jeweiligen Reaktionsansatze wurden 80 (il eines PCR Puffers (10 mM mM 
Tris-HCl, 50 mM KC1, 1,5 mM MgCl 2 ; pH 8,3 bei 20° C) mit zusatzlich 20 pmol des 
Oligonukleotids 'T-BINE", 20 pmol des Oligonukleotids " GFL VS'-ENEB M und 5 Units 
20 des Enzyms Taq DNA Polymerase (Boehringer Mannheim) pipettiert. Die 
Reaktionsansatze wurden mit 70 (il leichtem Mineralol (Sigma) iiberschichtet, sofort auf 
68° C erwarmt und bei dieser Temperatur 16 Stunden inkubiert. 
4.6. Auswertung 

10 |il jedes Reaktionsansatzes wurden auf einem 2%igem Agarosegel durch 
25 Elektrophorese aufgetrennt. Durch Ethidiumbromidfarbung und Fluoreszenzanregung 
UV-Licht wurden die Reaktionsprodukte sichtbar gemacht. Das Ergebnis war eine 
sichtbare Bande bei der Probe mit infiziertem Pflanzenmaterial, wobei die Lange der 
Bande 44 Basenpaare (durch Vergleich mit dem DNA-Standard "50 base-pair ladder", 
USB, Ohio) betrug. Die Proben mit Pflanzenextrakt aus nicht infizierten Pflanzen 
30 zeigten in der Elektrophorese keine Bande. 



Beispiel 5: Vermchrung eines Genabschnitts aus genomischer DNA 
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Dieses Beispiel zeigt, dal3 aus genomischer DNA ein Genabschnitt durch isotherme 
PCR amplifiziert werden kann. 

5.1. Preparation der genomischen DNA 

DNA der Zelllinie A-498 (ATCC HTB 44; humanes Nierenkarzinom) wurde nach 
5 Standardmethoden prapariert. Diese Preparation diente als Template-DNA. 

5.2. Oligonukleotidbausteine 

appr: 5 '-dgCCT AATTCTC TC AT A gTCTTAATTCC C AC-3' 
appl-iso: 5'-dAggTAggTAAACTTgACTgCATgTTTCCAA-3' 



5.3. Reaktion 

Es wurde ein 100 ^1 Reaktionsansatz in einem 0,5 ml ReaktionsgefaB (Eppendorf, 
Safe-Lock) zusammenpipettiert wobei der Reaktionsansatz die folgende 
15 Zusammensetzung aufwies. 
10 mM (NH 4 ) 2 S0 4 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 0 C) 
2mM MgS0 4 

je 200 uM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
20 5 \lM Biotin-16-dUTP (Boehringer Mannheim) 

0,1% (M/V) Triton X-100 
10 pmol Oligonukleotidbaustein appr 
10 pmol Oligonukleotidbaustein appl-iso 
5 ng Template-DNA 

25 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz wie oben pipettiert mit dem 
Unterschied, daB die Template-DNA weggelassen wurde. AnschlieBend wurde der 
Reaktionsansatz mit 100 |il Mineralol (SIGMA, M-3516) tiberschichtet. Die Ansatze 
wurden in einem Therm ostatisiergerat (Gene Amp PCR System 9600; Perkin Elmer 
30 Cetus) 10 Minuten auf 98° C erwarmt, anschlieBend auf 68 °C abgekiih.lt, wonach den 
Gemischen jeweils 2 Units des Enzyms Deep Vent R (exo- ) DNA Polymerase (New 
England Biolabs) zugesetzt wurde. Danach wurden Probe und Negativkontrolle bei 68 ° 
C 14 Stunden lang weiterinkubiert. 
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5.4. Analyse der Reaktion 

Je 90 \il der Reaktionsansatze wurden danach mittels einer Slot Blot Apparatur 
(Hoefer Scientific; PR600 Slot Blot) auf Nitrocellulose-Membran (Hoefer Scientific 
Instruments, TM-NC2) gespottet, die Membran danach 30 Minuten bei 80° C im 
5 Vakuumtrockenschrank inkubiert. AnschlieCend wurde die Membran in PBS mit 
5%(M/V) Trockenmilchpulver (Fixmilch mager von Maresi, AT) 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und dreimal gewaschen. Nach einer weiteren Inkubation mit 
Streptavidin-Alkalische Phosphatase Konjugat (Amersham; 1:1000 verdunnt) in TPBS 
bei Raumtemperatur fur 30 Minuten folgte funfmaliges Waschen mit PBS und 

10 anschliefiender Farbereaktion mit Nitro-Blau-Tetrazolium (0,2 mg/ml) und 5-Brom-4- 
Chlor-3-Indoxyl- Phosphat (0,2 mg/ml), 4 mM MgCl 2 in 0,1 M Natriumcarbonatpuffer, 
pH 9,6. Nach 30 Minuten Farbezeit war bereits eine deutliche Blaufarbung an der Stelle 
des Reaktionsansatzes mit humaner genomischer DNA zu erkennen, wahrend die 
Negativkontrolle keine Farbung zeigte. 

15 Weitere Analysen des Reaktionsansatzes zeigten unspezifische Reaktionsprodukte, 
weshalb das AusmaB der spezifischen Amplifizierung nicht genau abgeschatzt werden 
konnte. 

Unter folgenden Reaktionsbedingungen kann die Amplifizierung aus genomischer 
20 DNA wesentlich spezifischer gefuhrt werden (50^1 Ansatz): 

20 mM Tris.HCl pH 8,8 

5 mM MgS0 4 

dNTP'sje 100 \iM 

0,1%(M/V) Triton X-100 
25 10 pmol Oligonukleotidbaustein appr 

10 pmol Oligonukleotidbaustein appl-iso 

10 ng Template-DNA 

20 Minuten Denaturierung bei 96°C, wahrend dieser Zeit Zugabe von 2 Units Deep 
30 Vent R (exo- ) DNA Polymerase. Danach 1 Stunde Inkubation bei 77° C. 

Das Produkt konnte als einzige Bande nach der Elektrophorese identifiziert werden. 
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Beisniel 6; Nachweis eincr Punktmiitation 

Dieses Beispiel zeigt, daB eine Punktmutation mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens erfaBt werden kann. 

6.1. Oligonukleotidbausteine: 

5 "3 '-BINE": 5*-dCTAgAgTgggAAACTggTTC-3' 

"GFLV5'-ENIB M : 5 r -dgTCCAggCTTTAgCTTTTATggTA-3 f 

H GFL V5 '-ENIB mut M : 5'-dgTCCAggCTTTAgCTTTTATggTC-3* 

6.2. Templates: 

Als Templates dienten die synthetische Oligonukleotide. Die beiden 
10 Oligonukleotide unterscheiden sich in einer Base in Position 24. 

BA: 5 1 -GTCCAGGCTTTAGCTTTTATGGTAGAACCAGTTTCCCACTCTAG-3 1 

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII 
BC : 5 1 -GTCCAGGCTTTAGCTTTTATGGTCGAACCAGTTTCCCACTCTAG-3 1 

6.3. Reaktionsansatz: 

15 Es wurden 50 |il Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, Safe- 
Lock) zusammenpipettiert,wobei die Reaktionsansatze folgende Zusammensetzung 
aufwiesen. 

10 mM (NH 4 ) 2 S0 4 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25° C) 
20 2mMMgS0 4 

je 200 \iM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
0,1% (M/V Triton X-100 
10 pmol Oligonukleotidbaustein 3 f BINE 
10 pmol Oligonukleotidbaustein GFLV5'-ENIB oder 
25 10 pmol Oligonukleotidbaustein GFLV5'-ENIBmut 

ca. 1 fmol Template-DNA (BA oder BC) 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz wie oben pipettiert, mit dem 
Unterschied, daB die Template-DNA weggelassen wurde. AnschlieBend wurden die 
30 Reaktionsansatze mit 100 |il Mineralol (SIGMA, M-3516) tiberschichtet. Die Ansatze 
wurden in einem Therm ostati si ergerat (Gene Amp PGR System 9600, Perkin Elmer 
Cetus) 10 Minuten auf 95° C erwarmt, anschlieBend auf 70°C abgekiihlt und mit jeweils 
2 Units des Enzyms Deep Vent R (exo-) DNA Polymerase (New England Biolabs) 
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versetzt. Danach wurden Proben und Negativkontrollen bei 68° C 14 Stunden lang 
weiterinkubiert. 10 |ll der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel 
aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse 
sichtbar gemacht. Das Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA- 
5 Langenstandard als einzige Bande identifiziert werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 
zusammengefaBt. 



Tabelle 2: 

Template 

10 Oligonukleotidkombi nation BA BC 

3'BINE/GFLVS'-ENIB + 
3'BINE/GFLV5'-ENIBmut - + 

+...spezifische Bande an Elektrophorese-Gel 
- ...keine Bande an Elektrophorese-Gel 

15 



Beispiel 7: Vermehrune einer linearen. einzelstraneigen DNA 

Dieses Beispiel zeigt, daB es moglich ist, ein bestimmtes einzelstrangiges DNA- 
Molekul in vitro enzymatisch zu vermehren, auch wenn dessen Lange groBer als die 
20 Summe der Oligonukleotidbausteine-Langen ist. 

Dabei wird mit zwei Oligonukleotiden, die an zwei komplementare DNA-Strange 
binden, ein doppelstrangiges Produkt gebildet, ohne daB die Reaktionstemperatur 
verandert wird. 

7.1. Reaktionsansatz: 

25 Es wurden jeweils 50 Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, 
Safe-Lock) zusammenpipettiert, wobei die Reaktionsansatze folgende Zusammensetzung 
aufwiesen. 

50 mM KC1 

10 m M Tris-H CI (pH 8,3 bei 20 0 C) 
30 1,5 mMMgCl 2 

je 200 |iM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
10 pmol Oligonukleotidbaustein u67 
(S^dCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCg^ 1 ) 
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10 pmol Oligonukleotidbaustein 174 
(S'-dCgCTgCCggCACCTgTCCTACgAgTTgCATgA-S') 
1 fmol Template-DNA: 
5'CAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCATgACTATCgTCgCCgCACT 
5 TATgACTgTCTTCTTTATCATgCAACTCgTAggACAggTgCCggCAgCg-3' 

Als Negativkontrollen dienten Reaktionsansatze, denen keine Template-DNA 
zugesetzt wurde. Die Oligonukleotidbausteine und das DNA-Template wurden von 
CODON genetic systems chemisch synthetisiert AnschlieBend wurde der 

10 Reaktionsansatz mit 100 |il Mineralol (Sigma, M-3516) uberschichtet und auf dem 
Perkin Elmer Cetus Gene Amp PCR System 9600 Thermostatisiergerat auf 84° C 
envarmt. 5 Units des Enzyms Taq DNA Polymerase (Perkin Elmer Cetus) wurden dem 
Gemisch nach Erreichen der Reaktionstemperatur zugesetzt AnschlieBend wurden 
einzelne Proben und Negativkontrollen bei 84° C unterschiedlich lang weiterinkubiert, 

15 urn einen Verlauf der Amplifizierung feststellen zu konnen. 10 |il der Reaktionsgemische 
wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und durch Farbung mit 
Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. Das 
Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard als 
einzige Bande identifiziert werden. 

20 

Beispiel 8: Nachweis einer spezifischen DNA-Sequenz durch Template 
abhangige DNA-Ligation 

8.1. Oligonukleotide und Templates: 
25 Alle Oligonukleotid-Bausteine und Template-DNA wurden von CODON genetic 
systems bezogen. Die Oligonukleotide A und D sind am 5-Ende chemisch 
phosphoryliert 

Oligonukleotide: 

A: 5'-pdTTgTgCCACgCggTTgggAATgTA-3' 
30 B: 5'-dAgCAACgACTgTTTgCCCgCCAgTTg-3' 
C: 5'-dTACATTCCCAACCgCgTggCACAAC-3' 
D: 5'-pdAACTggCgggCAAACAgTCgTTgCT-3' 



Template DNA: eine synthetische DNA mit folgender Sequenz wurde benutzt: 
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5 f -dTACATTCCCAACCgCgTggCACAACAACTggCgggCAAACAgTCgTTgCT- 

3' 

Reaktionsansatz: 

5 20mMTris-HCl(pH7.5),20mMKCl, 10mMMgCl 2 1 mMDTT 
0,1% NP-40 (detergent), 0,1 mM rATP 
Oligonukleotide A, B, C, D: je 1 pmol 
Template (100 fmol pro Reaktion) 
Negativ-Kontrollen ohne Template-DNA 

10 

Die Reaktionsansatze (19|il) wurden auf 70° C aufgeheizt, danach wurde die 
Reaktion durch Zusatz von 4 units (l|il) Pfu DNA Ligase (Stratagene, USA) gestartet. 
Die Reaktion wurde 60 Minuten bei 70 °C durchgefuhrt. Nach der Inkubation wurden die 
Reaktionsansatze innerhalb einiger Minuten auf Raumtemperatur abkuhlen gelassen. 
15 Danach wurden 10 |il jedes Ansatzes durch Gel-El ektrophorese analysiert (2% Standard 
EEO agarose in 0.5 fachem TBE Puffer bei 4 ° C and 5 V/cm, 10 min. Vorlauf). 
Resultat : 

Die beschriebenen Ansatze des erfindungsgemaBen Verfahrens ergaben die gleichen 
Ergebnisse wie eine Ligase Chain Reaction mit 25 Zyklen (92 ° C-20 sec; 60° C-20 sec; 
20 Stratagene LCR Kit). 



Beispiel 9: Detektion von TTTV I RNA mittels reverser Transkription und 
anschliefiender isothermer Amplifikation der cDNA 

25 Nicht-infektiose RNA wurde aus einem HIV I-Standardvektor in vitro transkribiert 
und in Verdunnungen fur die Charakterisierung eines spezifischen RNA-Nachweises 
eingesetzt. Nach einer reversen Transkription der RNA zu cDNA fuhrt die isotherme 
DNA Amplifikation zu DNA-Fragmentmengen, die mittels Agarosegelelektrophorese 
detektiert werden konnen. Die Nachweisgrenze von RNA liegt unter 0,001 attomol. 

30 9.1. Herstellung der RNA durch In Vitro Transskription 

Ausgangsmaterial zur in vitro Transkription stellt der Vektor pBHIO dar, in dem 
eine knapp 9 kB lange cDNA von HIV I an der Sad Stelle intergriert ist (Hahn et al, 
1984, Nature 312 :166 ). Der Vektor wurde iiber Standardtechniken amplifiziert und 
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gereinigt, und mittels Restriktionsverdaues durch BgU linearisiert. Eine Transkription 
durch die SP6 RNA Polymerase beginnt auf dem derart linearisierten Vektor an der 
spezifischen Promotorregion, die 50 Basen vor der HIV - Sequenz liegt, und lauft bis zur 
nachsten stromabwarts gelegenen BgU Stelle, die aufgeschnitten wurde. Das erhaltene 

5 Transkript umfaBt daher die gesamte, klonierte Virussequenz, plus 50 Basen 
stromaufwarts aus der multiplen Cloning site sowie 1470 Basen stromabwarts aus dem 
restlichen Vektor (pBHJO ist ein Derivat von pSP64; Promega, USA). Die Stranglange 
der so transkribierten RNA liegt daher bei ca. 10.200 Basen und das Molekulargewicht 
bei ca. 3.060.000 Dalton. 

10 9.2. Reaktionsansatz 

Zur in vitro Transkription wurden alle Losungen und Kunststoffartikel von RNase - 
Aktivitat durch Behandlung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) befreit. Eine 
Konzentration von 0,1 % (v/v) DEPC in Wasser oder der betreffenden wassrigen Losung 
wirkte uber Nacht bei Raumtemperatur ein, und nicht reagiertes DEPC wurde durch 120 

15 Minuten Autoklavieren bei 121 °C zerstort. 

Ein 100 ul Ansatz zur Transkription umfaBt folgende Komponenten: 
0,5 ug linearisierter Vektor pBHIO/BgU 

je 1 mM ATP, CTP, GTP und UTP (Boehringer Mannheim, BRD) 
40 Units RNAsin RNase Inhibitor (Boehringer Mannheim, BRD) 
20 20 Units SP6 RNA Polymerase (Boehringer Mannheim, BRD) 

11 M-l 10-fach konzentrierter Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim, BRD). 

Dieser Ansatz wurde 14 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde 2 Stunden mit 
50 Units DNase I bei 37°C weiter inkubiert. Durch Zugabe von 0,5 M EDTA Losung pH 

25 8,0 wurden 20 mM EDTA Endkonzentration eingestellt und der Ansatz fur 10 Minuten 
auf 65°C erwarmt. Es folgten zwei Ethanol fallungen mit 0,1 vol 3 M Natriumacetat und 
2,5 vol Ethanol. Nach der Bildung des Niederschlages bei -20 °C innerhalb von 30 
Minuten wurde 30 Minuten bei 10.000 x g abzentrifugiert und das Pellet in 500 ul 70 % 
(v/v) Ethanol gespult. Nach der zweiten Fallung wurde in einem auf 25 ul reduzierten 

30 Volumen von Wasser wiederaufgelost. Die Konzentration des Transkriptes wurde 
photometrisch bestimmt. Das fur dieses Beispiel eingesetzte RNA-Prararat zeigte nach 
Verdunnung auf das 100-fache Volumen eine Extinktionsdifferenz von 0,092 gegen 
Wasser bei 260 nm Wellenlange. Dadurch kann auf eine RNA-Einzelstrangkonzentration 
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von 0,4 \ig/[i\ in der unverdiinnten Losung geschlossen werden. Die erhaltenen Praparate 
wurden in Aliquoten von 5 jil bei -20°C bis zu 2 Monate aufbewahrt. 

9.3. Nachweis von RNA mit HIV I Sequenz uber Isotherme Amplifikation 

Der Nachweis umfaBt die Synth ese von cDNA aus der viralen RNA und danach die 
5 isotherme Amplifikation der DNA. In diesem Beispiel startet die reverse Transkription 
mit dem Oligonukleotidbaustein HB101U699, und die Amplifikation lauft zwischen 
demselbeti Oligonukleotidbaustein und einem zweiten Oligonukleotidbaustein, 
HB101L725. Als Gerateausstattung sind Heizblocke mit auf 0,5 °C genauer, konstanter 
Temperatur oder entsprechende Wasserbader notwendig, sowie eine Standardausriistung 
10 zur Agarosegelelektrophorese. 

9.4. Reaktionsansatz 

Das Transkript mit der Virussequenz wurde auf Eis mit Wasser so verdiinnt, sodaB 
Losungen mit 1 femtomol bis 0,001 attorn ol pro |J,1 zur Verfugung standen. Die 
Verdunnungen wurden erst unmittelbar vor ihrer Verwendung hergestellt. Je 1 (il RNA- 
15 Verdunnung wurde in ein 0,5 ml Eppendorfgefafl uberfuhrt, in dem 7 ^1 reverser 
Transkriptionsmix vorlagen. Zusammen mit der Probe hatten die 8 ill Volumen fur die 
reverse Transkription folgende Zusammensetzung: 
10 mM Tris.HCl Puffer pH 8,8 
50 mM KC1 
20 4 mM MgCl 2 

0,6 % (MTV) Triton X-100 (Sigma Chemicals, USA) 
je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Promega, USA) 
8 pmol Oligonukleotidbaustein HB 10 1U699 
60 U RNAsin (Boehringer Mannheim, BRD) 
25 2 U AMV Reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim, BRD) 

Die Reaktionsansatze wurden mit 50 [il leichtem Mineralol (Sigma Chemicals, 
USA) uberschichtet und auf einem Thermocycler (Trioblock TBI, Biometra, BRD) 
folgendem Programm unterworfen: 
30 65°C fur 10 Minuten, 42 °C Hold. Nach 20 Minuten bei 42 °C wurden die 
EppendorfgefaBe am Thermocycler belassen, und in zufalliger Reihenfolge mit 25 |il 
eines Amplifikationsmixes versetzt. Danach wurden die Reaktionsansatze 9 Stunden bei 
72°C inkubiert. 
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Amplifikationsmix: 

20 mM Tris.HCl Puffer pH 8,9 
lOmMKCl 
10 mM (NH 4 ) 2 S0 4 
5 4 mM MgS0 4 

0.1 % (M/V) Triton X 100 (Sigma Chemicals, USA) 
Je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Boehringer Mannheim, BRD ) 
1 pmol/jil OligonukleotidbausteinHB101L725 
0,8 pmol/fil OligonukleotidbausteinHB101U699 
10 0,75 Units Taq DNA Polymerase pro 25 p.1 (Boehringer Mannheim, BRD) 

Die verwendeten Oligonukleotidbausteine wurden auf einem ABI 392 DNA 
Sythesizer (Applied Biosystems, USA) mit folgender Sequenz hergestellt: 
HB101U699 5'-dAgC CAT gCA AAT gTT AAA AgA gAC CA-3' und 
15 HB101L725 5*-dCCC ATT CTg CAg CTT CTT CAT TgA-3 1 

Die amplifizierte DNA-Losung wurde unter Standardbedingungen mittels 
Elektrophorese analysiert Je 20 |il der Reaktionsansatze wurden mit 4 jjd ProbenpufFer 
versetzt und in einem 2 %-igem Agarosegel in 0,5-fachem TBE Puffer bei 5 V/cm 
20 aufgetrennt. Die DNA am Gel wurde durch Ethidiumbromidfarbung und UV- 
Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. 

0,5 x TBE Puffer: ProbenpufFer: 
45 mM Tris 40 % (M/V) Saccharose 

25 45 mM Borsaure 0,05 % (M/V) Bromphenolblau 

1 mM EDTA 

Als Ergebnis zeigt Fig.l das Auftreten einer einzigen Bande von 50 Basen Lange in 
den Spuren 2 bis 8, die den RNA-Menge von 1 fmol (Spur 2) bis 0,001 amol (Spur 8) in 
30 Verdiinnungsstufen von 1 fmol, 100 amol, 10 amol, 1 amol, 0,1 amol, 0,01 amol und 
0,001 amol RNA mit HIV I Sequenz. Die Spuren 1 und 10 zeigen Referenzbanden von 
50 und 83 Basen Lange aus DNA-Amplifikationen mit zyklischer, thermischer 
Denaturierung ("PCR"). Blindwerte wurden von 1 jil des Wassers gemacht, das zur 
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Verdunnung eingesetzt wurde, und finden sich in Spur 9 und 11. Spur 12 zeigt das 
Resultat einer Blindamplifikation ohne das Enzym Reverse Transkriptase, und Spur 13 
ist eine Blindprobe unter Weglassung der Taq DNA Polymerase. 

5 

Beispiel 10: Nnchweis von DNA mittels isothermer DNA Amplifikation auf 
einer Festphasen-Oberflache 

Das nachzuweisende DNA Fragment wurde isotherm zwischen zwei 
Oligonukleotiden amplifiziert, wobei eines der Oligonukleotide an einer 
10 KunststofFoberflache immobilisiert, das gegensinnige Oligonukleotid frei in Losung 
vorlag. Zur Detektion wurde das immobilisierte Produkt mit einer markierten Sonde 
hybridisiert und die Markierung immunologisch nachgewiesen. 

10.1. Isotherme Amplifikation von DNA auf Festphasen 

Fur die isotherme DNA Amplifikation wurde das Oligonukleotid HB101L725bio am 
15 5'-Ende biotinyliert und an Mikrotiterplatten (Xenoprobe, Fa. Xenopore, USA) 
immobilisiert, die mit Streptavidin gecoated worden sind. Pro Napfchen wurden 50 pmol 
Oligonukleotid in 100 |il PBSE.TW Puffer (siehe unten) gelost und 1 Stunde langsam 
geschwenkt. Ungebundenes Oligonukleotid wurde durch achtmaliges Waschen mit 250 
^1 PBSE.TW entfernt. 
20 1 x PBSE.TW, pH 7,4, enthalt: 

8 mM Na : HP0 4 

2 mM KH 2 P0 4 
137 mM NaCl 

3 mM KC1 

25 1,5 mM EDTA 

0,1 % (M/V) Tween 20 (Merck, BRD) 

Die gewaschenen Platten wurden fur 30 Minuten bei 72 °C in 200 |il/Napfchen 1 x 
Amplifikationspuffer aquilibriert 
30 1 x Amplifikationspuffer: 

20 mM Tris.HCl Puffer pH 8,9 

lOmMKCl 

10 mM(NH 4 ) 2 S0 4 
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2mM MgS0 4 

0.1 % (M/V) Triton X-100 (Sigma Chemicals, USA) 

Fur die Amplifikationsreaktion wurde dieser AquilibrierungspufFer durch 
5 100|il/Napfchen Amplifikationsmix ersetzt, und das nachzuweisende Fragment in drei 
Verdiinnungen als jeweils 1 \x\ Losung zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde kurz 
geschwenkt, mit Klebefolie (Nunc, Danemark) gegen Verdunstung verschlossen und fur 
15 Stunden bei 72°C inkubiert. 
Amplifikationsmix: 
10 1 x Amplifikationspuffer mit 

je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Boehringer Mannheim, BRD) 
1 pmol/^1 OligonukleotidbausteinHB101U699 

1,5 Units Taq DNA Polymerase pro 100 |Lil (Boehringer Mannheim, BRD) 

15 Die verwendeten Oligonukleotidbausteine wurden auf einem ABI 392 DNA 
Sythesizer (Applied Biosystems, USA) mit folgender Sequenz hergestellt: 
HB101U699: 5'-dAgC CAT gCA AAT gTT AAA AgA gAC CA-3'; 
HB101L725bio: 5'-dCCC ATT CTg CAg CTT CTT CAT TgA-3\ mit 
Biotinylierung am 5'-Ende; 
20 Detektionsoligo: S'-dgTT AAA AgA gAC CAT CAA TgA ggA Ag-3\ mit 6- 
Carboxyfluoresceinmarkierung am 5'-Ende. 

10.2. Nachweis der immobilisierten. amplifizierten DNA auf Festphasen 
Die Mikrotiterplatten wurden nach der Amplifikation dreimal mit PBSE.TW 
gewaschen, und im gleichen Puffersystem fur eine Hybridisierung vorkonditioniert. Dazu 
25 wurde 0,1 mg/ml frisch denaturierte Heringssperma DNA (Boehringer Mannheim) in 
PBSE.TW gelost und pro Napfchen 200 |il Konditionierungslosung fur 30 Minuten bei 
50°C unter Schwenken mit 500 Upm inkubiert. Zur Hybridisierung wurden pro Napfchen 
100 |il Konditionierungslosung eingesetzt, in denen 5 pmol Detektionsoligo vorlagen. 
Nach 30 Minuten Hybridisierung unter oben beschriebenen Bedingungen wurden die 
30 Platten funfmal mit 250 jul PBSE.TW fur 10 Minuten bei 50°C gewaschen. 

Fur den immunologischen Nachweis wurden die Platten mit 250 pJ 3% Casiton 
(Difco, USA) in PBSE (Blockinglosung) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur geblockt, 
und danach mit Anti-Fluoresceinisothiocyanat-Antikorper, gekoppelt an Meerrettich 
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Peroxidase (Dako, Danemark), der 1 : 2000 in Blocking Losung verdunnt worden war, 
inkubiert. 

Die Platten wurden funfmal mit PBSETW gewaschen, und schlieBlich mit 110 nl 
Peroxidase Substrat (ImmunoPure, Pierce, USA) 25 Minuten inkubiert. Nach Abstoppen 
5 der Enzymreaktion mit 110 ^il 4N Schwefelsaure wurden die ExtinktionsdifTerenzen bei 
450 nm gemessen.l — — 



10 



15 



Abziiglich der Extinktion, die vom Antikorperkonjugat nach einer 
20 Hybridisierungsprozedur ohne vorangegangene DNA Amplication verursacht wird, 
ergaben sich folgende Werte: 



Eingesetzte 
Templatmenge 



Prozedur 



Extinktions- 

differenz 



25 



30 



1 lfmol 

2 100 amol 

3 10 amol 

4 0 amol 

5 lfmol 

6 1 fmol 

7 0 amol 



komplett 0,446 

komplett 0,318 

komplett 0,112 

komplett 0,081 

ohne Taq DNA Polymerase 0.076 
ohne Taq DNA Polymerase 

ohneHB101U699 0,048 

ohne Amplifikationsreaktion 0,000 



10.3. Interpretation der Paten 
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In Korrelation zu der angebotenen Templatmenge wurden ansteigende 
Extinktionsdifferenzen gemessen (vgl. Zeilen 1,2,3,4). Das erfindungsgemaBe Verfahren 
ist in der Lage, eine isotherme Amplifizierung geringer Templatemengen an einer festen 
Oberflache durchzufuhren. Um die Signifikanz der MeBwerte zu demonstrieren, wurden 

5 zusatzliche Blindwerte mitgefuhrt. Die inkompletten Blindwerte unter Weglassung der 
Taq DNA Polymerase (Zeile 5) bzw. ohne Taq DNA Polymerase und ohne 
OligonuWeotid HB101U699 (Zeile 6) basieren auf dem Einsatz der Hochstmenge an 
Template (1 fmol), und liegen niedriger als der Blindwert einer kompletten Reaktion 
ohne Template (Zeile 4). Die erhaltenen MeBwerte (Zeile 1,2,3,4) werden daher nicht in 

10 storendem AusmaB von Nukleotidkomponenten aus der Amplifikation und der 
Hybrbridisierung uberlagert. 



Beispiel 11: Nachweis von DNA mittels Isothermer Amplifikation mit einem 
15 teilweise uberlappendem Paar von Oligonukleotiden 

Dieses Beispiel demonstriert die Einsatzfahigkeit der erfindungsgemaBen 
isothermen DNA Amplifikation bei Verwendung einer Oligonukleotidkombination, 
deren Basenabfolge teilweise redundant ist. Durch die Uberschneidung der zu den 
Oligonukleotiden homologen Regionen auf der Target-DNA wird ein Fragment 
20 amplifiziert, dessen Lange unter der Summe der Langen der beiden Oligonukleotide 
liegt. 

11.1. Oligonukleotidbausteine: 

Die Olignukleotide wurden auf einem ABI 392 DNA Sythesizer (Applied 
Biosystems, USA) mit folgender Sequenz sythetisiert : 
25 HIVLAP1 5'-dAAT AgT AAg AAT gTA TAg CCC TAC CAg CAT-3' und 
HIVLAP2 5'-dTTT Tgg TCC TTg TCT TAT gTC CAg AAT-3' 

Die Oligonukleotidbausteine wurden so ausgewahlt, daB fur die Amplifikation die 
zwei jeweils S'-terminalen Basen (unterstrichen) eine redundante Information darstellen. 
30 Das Amplifikationsprodukt hat daher auf dem vom Oligonukleotidbaustein HIVLAP1 
angefuhrten Strang folgende Sequenz: 

S'-dAAT AgT AAg AAT gTA TAg CCC TAC CAg C AT TCT ggA CAT AAg 
ACA Agg ACC AAA A-3' 
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Als Template fur die isotherme Amplifikation wurde ein doppelstrangiges DNA 
Fragment eingesetzt, welches mit ebendiesen Oligonukleotiden aus HIV I - cDNA 
mittels zyklischer, hitzedenaturierender Amplifikation ("PCR") hergestellt worden war. 
Als Template fur diese Reaktion diente das Plasmid pBHIO (Hahn et aL 1984, Nature 
5 312:166). 

Je 1 jil der Verdunnungen dieses Fragmentes wurden mit je 33 \i\ Amplifikationsmix 
(siehe unten) gemischt, mit 50 |il Mineraldl leicht (Sigma Chemicals, USA) 
uberschichtet und 15 Stunden bei 70 °C inkubiert. 
Amplifikationsmix: 
10 20 mM Tris.HCl Puffer, pH 8,9 
lOmMKCl 
10 mM (NH 4 ) 2 S0 4 
2mM MgS0 4 

0.1 % (MAO Triton X-100 (Sigma Chemicals, USA) 
15 Je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Boehringer Mannheim, BRD) 
0,2 pmol/ul Oligonukleotidbaustein HIVLAP1 
0,2 pmol/jil Oligonukleotidbaustein HIVLAP2 

0,5 Units Taq DNA Polymerase pro 33 \i\ (Boehringer Mannheim, BRD) 

20 Die amplifizierte DNA-Losung wurde unter Standardbedingungen mittels 
Elektrophorese analysiert. Je 20 |il der Reaktionsansatze wurden mit 4 (il ProbenpufTer 
versetzt und in einem 2%-igem Agarosegel in 0,5-fachem TBE Puffer bei 5 V/cm 
aufgetrennt. Die DNA am Gel wurde durch Ethidiumbromidfarbung und 
UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. 
25 0,5 x TBE Puffer: ProbenpufTer: 

45 mM Tris 40 % (M/V) Saccharose 

45 mM Borsaure 0,05 % (MTV) Bromphenolblau 

1 mM EDTA 

30 Die Elektrophorese zeigte bei einer Templatmenge von 10 femtomol eine deutliche 
Bande amplifizierter DNA, bei einer Templatmenge von 1 femtomol eine gut 
detektierbare Produktbande, und beim Einsatz von Wasser als Blindwert keine Bande. 
Die korrekte Lange der gebildeten Produkte (55 Basen) wurde durch die leicht geringere 
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Wanderungsgeschwindigkeit im Vergleich zu einem 50 Basen langem Standard 
abgeschatzt. 



5 Beispiel 12: Detektion von HIV I RNA durch reverse Transkription und 
anschlieBender isothermer Amplifikation der cDNA mit modifizierten 
Oligonukleotiden 

Nicht-infektiose RNA wurde aus einem HIV I - Standardvektor in vitro transkribiert 
und fur die Charakterisierung eines spezifischen RNA-Nachweises eingesetzt. Nach 
10 einer reversen Transkription der RNA zu cDNA fuhrt die isotherme DNA Amplifikation 
zu biotinylierten DNA -F ragmen ten. Die gebildeten Fragmente wurden an Streptavidin- 
beladenen Mikrotiterplatten gebunden, mit einer Fluorescein-markierten Sonde 
hybridisiert, und uber ein Anti-Fluorescein-Antikorper-Enzym-Konjugat nachgewiesen. 
Die Nachweisgrenze von RNA liegt unter 0, 1 attomol. 
15 12.1. Herstellung der RNA durch in vitro Transkription 

Dieser Schritt ist im Beispiel 9, Punkt 9.1 und 9.2, beschrieben und wurde ohne 
Modifikationen fur dieses Beispiel ubernommen. 

12.2. Isotherme Amplifikation von Nukleinsauren aus RNA mit HIV I Sequenz 
Dieser Schritt ist im Beispiel 9, Punkt 9.3 und 9.4, beschrieben und wurde mit zwei 

20 Anderungen ubernommen: 

12.2.1) Der zweite Oligonukleotidbaustein zum Ablauf der isothermen 
Amplifikation ist am 5'-Ende biotinyliert: BH101L725Bio 

12.2.2) Zwei Verdunnungen des Transkriptes mit der Virussequenz wurden 
hergestellt, und in der Prozedur verwendet: 10 attomol pro |il und 0,1 attomol pro Jll. 

25 Die verwendeten Oligonukleotidbausteine wurden auf einem ABI 392 DNA 
Sythesizer (Applied Biosystems, USA) mit folgender Sequenz hergestellt: 
HB101U699: 5'-dAgC CAT gCA AAT gTT AAA AgA gAC CA-3' und 
HB101L725Bio: 5'-dCCC ATT CTg CAg CTT CTT CAT TgA-3', Biotinylierung 
am S'-Ende. 

30 Detektionssonde: 5'-dgTT AAA AgA gAC CAT CAA TgA ggA Ag-3 f , mit 6- 
Carboxyfluoresceinmarkierung am 5'-Ende (Synthese mit 6-FAM Amidite, Applied 
Biosystems, USA). 

12.3. Nachweis der amplifizierten DNA auf Festphasen 
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Zur Bindung des biotinylierten DNA Produktes wurden mit Streptavidin beladene 
Mikrotiterplatten (Xenoprobe, Fa. Xenopore, USA) zwei mal mit PBSE.TW gewaschen. 
Die amplifizierten DNA-L6sungen wurden mit 9 Volumina PBSE.TW Puffer verdunnt, 
und 1 (ll dieser Verdunnung in 100 fil PBSE.TW durch 5 Minuten langes Kochen 
5 denaturiert. Pro Napfchen der Mikrotiterplatte wurden die kompletten 100 (xl denaturierte 
Losung einpipettiert und bei 500 rpm 30 min geschwenkt. Die Platten wurden zwei mal 
mit PBSE.TW gewaschen und der Hybridisierung mit dem Detektionsoligo unterzogen. 

Das weitere Nachweisverfahren der DNA Fragmente uber Hybridisierung und 
Antikorperreaktion ist im Beispiel 10 Punkt 10.2 beschrieben und wurde mit folgenden 
10 drei Anderungen durchgefiihrt: 

12.3.1 Die Konzentration der Detektionssonde betrug 2,5 picomol pro Napfchen. 

12.3.2 Die Verdunnung des Anti-Fluoresceinisothiocyanat-Antikorpers, gekoppelt 
an Meerrettich Peroxidase, betrug 1 zu 5000. 

12.3.3 Die Inkubationszeit zur Farbentwicklung im Peroxidase Substrat belief sich 
15 auf 80 Minuten. 

12.4. Interpretation der Paten 

In Korrelation zu der angebotenen Templatemenge werden ansteigende 
Extinktionsdifferenzen gemessen (Zeilen 1,2,3). Das hier beschriebene Verfahren ist in 
der Lage, eine isotherme Amplifikation von geringen Nukleinsauremengen 
20 durchzufuhren, bei der ein durch Biotinylierung modifizerter Oligonukleotidbaustein in 
das Produkt inkorporiert wird. Damit ist die amplifizierte DNA jeder Nachweisreaktion 
zuganglich, bei der der Einsatz modifizierter Oligonukleotidbausteine Voraussetzung ist. 

Bei diesem Beispiel wird die amplifizierte DNA uber den Biotin-Rest an einer 
Festphase gebunden und mittels Hybridisierung quantifiziert. 
25 Eingesetzte Amplifikations- Extinktions- 



Templatemenge 



Prozedur 



differenz 



2 0,1 amol 



1 10 amol 



komplett 
komplett 



1,516 
0,376 



30 



4 0 amol 



3 0 amol 



5 Leerwert mit Konjugat 

6 Leerwert ohne Konjugat 



komplett 0,180 
keine Taq DNA Polymerase 0. 105 
0,087 
0,012 
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Die Blind- und Leerwerte erklaren sich wie folgt: 

Zeile 3 stellt den komplettesten Blindwert dar, bei dem nur das RNA Template 
weggelassen wurde. Zeile 4 entspricht Zeile 3 unter weiterer Weglassung der Taq DNA 
Polymerase, wobei in Relation zu den Werten von Zeile 1,2 und 3 das Zehnfache 
5 Volumen der Amplifikationsreaktion Verwendung fand. Zeilen 5 und 6 charakterisieren 
die Blindwerte aus dem Hybridisierungsnachweis mit und ohne dem Antikorper- 
Peroxidase-Konjugat. 



10 Beispiel 13: Sequenzspezifische DNA Detektion durch isotherme Amplifikation 
mit modifizierten Oligonukleotidcn 

Target DNA wurde unter Verwendung von biotinylierten Oligonukleotiden isotherm 
amplifizert und die gebildeten Fragmente an Oligonukleotid-beladenen Mikrotiterplatten 
mittels Hybridisierung gebunden. Der Nachweis der amplifizierten DNA erfolgte iiber 
15 ein Streptavidin-Enzym-Konjugat, welches an dem modifizierten Oligonukleotidbaustein 
bindet. 

13,1. Isotherme Amplifikation von DNA mit modifizierten Oligonukleotiden 
Als Template fur die isotherme Amplifikation dienten DNA-Fragmente, die unter 
Einsatz der Oligonukleotidbausteine Appl30 und Appr30 aus humaner DNA mittels 
20 hitzedenaturierender Amplifikation ("PCR") gewonnen worden sind. 
Templateverdunnungen mit 20, 2 und 0,2 femtomol pro \l\ wurden hergestellt und 
jeweils 1 (il mit 50 jai Amplifikationsmix versetzt. Die Mischungen wurden mit 50 |il 
Mineralol (Sigma Chemicals, USA) uberschichtet und 90 Minuten bei 77 °C in einem 
Thermocycler (TB 1, Biometra, BRD) inkubiert. 
25 Amplifikationsmix: 

20 mM Tris.HCI Puffer pH 8,8 
2mM MgS0 4 

0.1 % (M/V) Triton X-100 (Sigma Chemicals, USA) 
je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Promega, USA) 
30 0,2 pmol/|Lil Oligonukleotidbaustein Appl30Bio 

0,2 pmol/|il Oligonukleotidbaustein Appr30 
2 Units Deep Vent R (exo) DNA Polymerase pro 50 \il (NEB, USA) 
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Die verwendeten Oligonukleotidbausteine wurden auf einem ABI 392 DNA 
Sythesizer (Applied Biosystems, USA) mit folgender Sequenz hergestellt: 

Appl30Bio: 5'-dAgg TAg gTA AAC TTg ACT gCA TgT TTC CAA-3'; Am 5'-Ende 
biotinyliert, 

5 AppI30: S'-dAgg TAg gTA AAC TTg ACT gCA TgT TTC CAA-3', 

Appr30: S'-dgCC TAA TTC TCT CAT AgT CTT AAT TCC CAC-3', und 
AppCap: 5'-dgTC TTA ATT CCC ACT Tgg AAA CAT gCA-3\ am 5'-Ende 
chemisch phosphoryliert. 

13.2. Nachweis der amplifizierten DNA auf Festphase 
10 Die amplifizierte DNA wurde mittels Hybridisierung an der Oberflache von 
Mikrotiterplatten gebunden. Dazu erfolgte eine chemische Kopplung eines "Einfang"- 
Oligonukleotides (AppCap, siehe oben) an die Platten. 

KOPPLUNGPROZEDUR: Mikrotiterplatten mit sekundaren Aminogruppen 
(CovaLink NH, Nunc, Danemark) wurden mit 5 pmol Oligonukleotidbaustein AppCap 
15 pro Well in 50 |il Imidazol puffer (0,1 M N-Methyl-Imidazol, pH 7,0) beschickt. Die 
Kopplung wurde durch Zugabe von 50 |il einer 2%-igen (MTV) l-Ethyl-3-(3- 
dimethylaminopropyl)-carbodiimid Losung in Imidazolpuffer gestartet und 3 Stunden bei 
Raumtemperatur geschuttelt. Die Reinigung der Platten erfolgte mittels sechsmaligem 
Waschen mit 0,4 N NaOH plus 0,25 % (M/V) Natriumdodecylsulfat, sechsmaligem 
20 Waschen mit PBSE.TW Puffer, und dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser. 
lxPBSE.TW, pH 7,4, enthalt: 
8 mM Na : HP0 4 
2 mM KH : HP0 4 
137mMNaCl 
25 3 mM KC1 

1,5 mM EDTA 

0,1 % (M/V) Tween 20 (Merck, BRD) 

NACHWEISREAKTION Zur Vorkonditionierung der Platte fur die Hybridisierung 
30 wurden 0,1 mg/ml frisch denaturierte Heringssperma DNA (Boehringer Mannheim) in 
PBSE.TW gelost und pro Napfchen 170 [il dieser Konditionierungslosung fur 15 
Minuten bei 50°C unter Schwenken mit 500 RPM inkubiert. 
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Fur die Hybridisierung wurden die amplifizierten DNA-L6sungen durch 5 Minuten 
langes Kochen denaturiert und pro Napfchen 1 |il denaturierte Losung in 100 |jl frischer 
Konditionierungslosung eingesetzt. Nach 120 Minuten Hybridisierung bei 50 °C und 
Schwenken mit 500 RPM wurden die Platten dreimal mit 200 |il PBSE.TW fur 10 
5 Minuten bei 50°C gewaschen. 

Fur den Nachweis des nunmehr immobilisierten, biotinylierten Stranges des 
isothermen Amplifikationsproduktes wurden die Platten mit 150 pi 1,5 % Casiton 
(Difco, USA) in PBSE.TW (Blocking Losung) fur 10 Minuten bei Raumtemperatur 
geblockt, und danach mit einem Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat 
10 (Amersham, UK) fur 30 Minuten inkubiert, das 1 : 2000 in Blocking Losung verdunnt 
worden war. 

Die Platten wurden sechsmal mit PBSE.TW gewaschen, und in 100 |il Farbelosung 
90 Minuten lang entwickelt. Die Extinktionsdifferenzen wurden photometrisch bei 405 
nm bestimmt 
15 Farbelosung: 

50 mM Tris.NaOH, pH 10 
150 mMNaCl 
2mM MgSO, 

7 mM 4-Nitrophenyiphosphat 



25 Ergebnis: 

Eingesetzte 
Templatmenge 

1 20fmol 

2 2fmol 
30 3 0,2 fmol 

4 Ofmol 

5 Ofmol 



Amplifikations- 
Prozedur 
komplett 
komplett 
komplett 

ohne DeepVent R (exo*)Pol. 
Hybridisierungsleerwert mit Konjugat 



Extinktions- 

differenz 

0,573 
0,232 
0,055 
0,030 
0,019 
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13.3. Interpretation der Paten 

In Korrelation zu der angebotenen Templatemenge werden ansteigende 
Extinktionsdifferenzen gemessen (Zeilen 1,2,3). Das hier beschriebene 
erfmdungsgemaBe Verfahren ist in der Lage, eine isotherme Amplifikation von geringen 
5 Nukleinsauremengen durchzufuhren, bei der ein durch Biotinylierung modifizerter 
Oligonukleotidbausteine in das Produkt inkorporiert wird. Damit ist die amplifizierte 
DNA jeder Nachweisreaktion zuganglich, bei der der Einsatz modifizierter 
Oligonukleotidbausteine Voraussetzung ist. Bei diesem Beispiel bindet ein mit 
Streptavidin konjugiertes Markerenzym (Alkalische Phosphatase) an der Biotinylierung 
10 der amplifizierten DNA. Die Spezifkat des Nachweises der amplifizierten DNA ist uber 
die Blindwerte 4 und 5 sichergestellt, wo eine Blindamplifikation ohne Template und 
ohne Deep Vent R (exo) DNA Polymerase (Zeile 4) bzw. eine Blindhybridisierung ohne 
Zusatz von Amplifikationsmix (Zeile 5) deutlich niedrigere Extinktionsdifferenzen 
ergeben, als der niedrigste MeBwert (Zeile 3). 

15 

Beispiel 14:AmpHfikationsrate des erfindungsgemaBen Verfahrens innerhalb 
einer Stunde 

Dieses Beispiel zeigt die hohe Amplifikationsrate, die innerhalb kurzer 
20 Reaktionszeiten moglich ist. 

Es wurden zwei unabhangige Oligonukleottd/Template Kombinationen gewahlt: 

Kombination 1: 

Oligonukleotidbausteine: 

M APPR30 M :5'-dAgg TAg gTA AAC TTg ACT gCA TgT TTC CAA-3 1 
25 H APPL30 ,, :5 , -dgCC TAA TTC TCT CAT AgT CTT AAT TCC CAC-3' 

und Template "APP": ein synthetisches, doppelstrangiges DNA-Stuck mit folgender 
Sequenz wurde verwendet: 

5'.dAgg TAg gTA AAC TTg ACT gC A TgT TTC CAA gTg ggA ATT AAg ACT 
30 ATg AgA gAA TTA ggC-3' 

Kombination 2: 
Oligonukl eoti dbausteine : 

"synthl": 5'-dTAg gTT ACT TAg CAT TCT CCA CTT AgA CgA-3 
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,, synth2 ,, : 5'-dCTA gAg ATA TTg TTC CAT ACA gAT CCC AgT-3 

und Template " Synth", ein synthetisches, doppelstrangiges DNA-Stuck mit folgender 
Sequenz wurde verwendet 
5 S'-dTAg gTT ACT TAg CAT TCT CCA CTT AgA CgA ACT ggg ATC TgT ATg 
gAA CAA TAT CTC TAg- 3 

Reaktionsansatze (50|il): 
20 mM Tris.HCl pH 8,8 
10 5 mM MgS0 4 

dNTP'sje 100 pM 
0,1%(M/V) Triton X-100 
OHgonukleotidbausteine je 0,2 |iM 

Template, passend zu den entsprechenden Oligonukleotidbausteinen: in 
15 verschiedenen Ansatzen wurden verschiedene Templatemengen zugesetzt: 200 amol, 20 
amol, 2 amol 

Als Negativkontrolle diente ein Reaktionsansatz, dem keine Template-DNA 
zugesetzt wurde. 

20 

14.1. Durchfuhrung : 

Die Reaktionsansatze wurden auf 77 °C erhitzt, mit Mineralol/leicht iiberschichtet 
und durch Zugabe von je 2 units DeepVent R (exo") DNA-Polymerase (NEB, USA) 
gestartet 

25 Nach einer Stunde auf 77 °C wurden die ReaktionsgefaBe innerhalb einiger Minuten 
auf Raumtemperatur gekiihlt und 10 |il davon gelelektrophoretisch analysiert (% 
Standard EEO-Agarose in 0,5fachem Tri s-B o rat-EDT A (TBE) Puffer bei 4 °C und 5 
V/cm, 10 min Vorlauf). Bei alien Reaktionsansatzen mit zugegebenem passendem 
Template ist eine deutliche Bande bei 60 bp zu sehen, die Negativkontrolle zeigt keine 

30 Bande. 



Beisniel 15; Vermehrung vcrschieden Innger linearer, doppelstrangiger DNA 
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Dieses Beispiel zeigt, daB es moglich ist, mit einem bestimmten Oligonukleotidpaar 
unterschiedlich lange Templatesequenzen zu amplifizieren. 
Reaktionsansatze: 

Es wurden jeweils 50 |il Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaQen (Eppendorf, 
5 Safe-Lock) zusammenpipettiert. Die Reaktionsansatze wiesen dabei folgende 
Zusammensetzung auf: 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 °C) 
2mM MgS0 4 

je 250 \jM TTP, d GTP, d ATP, d CTP 
10 0,1% (M/V) Triton X-100 

10 pmol Oligonukleotidbaustein u676: 

S'.dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggC-S' 
10 pmol Oligonukleotidbaustein 1755 

S'-dCgCCgAAAATgACCCAgAgCgCTgCCggCACCTgTCCTACgAgTTgCATg^ 1 
15 20 fmol Template-DNA 

Als Template DNAs wurden in den verschiedenen Ansatzen folgende 
doppelstrangige synthetische DNA benutzt: 

M iso2", M iso2+l M , "iso2+5" (Sequenzen siehe Anhang) 

20 

Als Negativkontroilen dienten Reaktionsansatze, denen keine Template-DNA 
zugesetzt wurde. 

AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze mit je 100 [il Mineralol (SIGMA, M- 
3516) iiberschichtet und auf einem Perkin Elmer Cetus Gene Amp PCR System 9600 

25 Thermostatisiergerat auf 84° C erwarmt. Nach Erreichen der Reaktionstemperatur 
wurden dem Gemisch 2 Units des Enzyms Deep Vent R (exo- ) DNA Polymerase (New 
England Biolabs) zugesetzt. AnschlieBend wurden Proben und Negativkontroilen bei 
84°C 14 Stunden lang weiterinkubiert. 
Visualisierung der Ergebnisse: 

30 Die Ansatze wurden unter Standardbedingungen mittels Elektrophorese analysiert. 
Je 20 (il der Reaktionsansatze wurden mit 4 |Lil Probenpuffer versetzt und in einem 2 %- 
igem Agarosegel in 0,5-fachem TBE Puffer bei 5 V/cm aufgetrennt Die DNA am Gel 
wurde durch Ethidiumbromidfarbung und UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht 
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0,5 x TBE Puffer (45 mM Tris; 45 mM Borsaure;l mM EDTA) 
Probenpuffer: 40 % (MTV) Saccharose; 0,05 % (M/V) Bromphenolblau 
Ergebnisse: 

Die Elektrophorese zeigte bei den Proben mit Template "iso2" eine deutliche Bande, 
5 bei den Proben mit Template "iso2+r' eine schwachere Bande, bei den Proben mit 
Template "iso2+5" eine sehr schwache Bande in der dem Produkt entsprechenden Hohe 
(die korrekte Lange der gebildeten Produkte wurde durch Vergleich zu einer Standard 
DNA; 50 base-pair ladder von United States Biochemicals, Ohio, USA, abgeschatzt). 
Die Reaktionsansatze ohne Template war keine Bande zu sehen. 

10 

Beispiel 16: Detektion von HTV I Sequenzen durch isotherme Amplifikation mit 
modifizierten Oligonnkleotidbausteinen 

Dieses Beispiel zeigt die Amplifizierung spezifischer Sequenzen mit markierten 
15 Oligonukleotidbausteinen. Die beiden spezifischen Oligonukleotidbausteine sind 
unterschiedlich markiert, sodaB das Amplifizierungsprodukt zwei verschiedene 
Markierungen besitzt. Eine dieser Markierung (Biotin) wird verwendet, um das Produkt 
einfach an eine Festphase zu immobilisieren, sodaC es einer weiteren Detektion uber die 
zweite Markierung (Fluorescein) zuganglich ist. Uber eine Verdiinnungsreihe von 
20 spezifischen Targetmolekulen wird gezeigt, daB die Menge an Produkt in einem 
bestimmten Bereich proportional der Ausgangsmenge Template ist. 

Die verwendeten Oligonukleotidbausteine wurden auf einem ABI 392 DNA 
Sythesizer (Applied Biosystems, USA) mit folgender Sequenz hergestellt: 

HB101U699FAM: Fluorescein-5'-dAgC CAT gCA AAT gTT AAA AgA gAC CA- 
25 3' und 

HB101L725Bio: Biotin-5'-dCCC ATT CTg CAg CTT CTT CAT TgA-3' 

Das verwendete Template war doppelstrangige, synthetische DNA mit folgender 
Sequenz: 

30 5'-dAgCC ATgCA AATgTTAA AAgAgAC C ATC AATgAAgAAgCTgCAgAATggg-3 4 

Rektionsansatz : 

Es wurden 50 ptl Reaktionsansatze in 0,5 ml Reaktionsgefaflen (Eppendorf, Safe- 
Lock) zusammenpipettiert, wobei die Reaktionsansatze die folgende Zusammensetzung 
aufwiesen. 
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20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 ° C) 
5 mM MgS0 4 

je 200 [xM TTP, dGTP, dATP, dCTP 
0,1% (M/V) Triton X-100 
5 10 pmol Oligonukleotidbaustein HB101U699FAM 

10 pmol Oligonukleotidbaustein HB 10 lL725Bio 
Template-DNA 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz wie oben pipettiert, mit dem 

10 Unterschied, daB die Template DNA weggelassen wurde. AnschlieBend wurden die 
Reaktionsansatze mit 100 |il Mineralol (SIGMA, M-3516) uberschichtet. Die Ansatze 
wurden in einem Thermostatisiergerat (Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer 
Cetus) auf 74° C erwarmt, anschlieBend jeweils 2 Units des Enzyms Deep Vent R(exo~) 
DNA Polymerase (New England Biolabs) zugesetzt und 90 Minuten inkubiert. 

15 10 |il der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und 
durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. Das 
Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard als 
einzige Bande identifiziert werden. 

Nachweis durch Festphasen-Test in Microtiterplatten : 

20 Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten (Xenoprobe, Fa. Xenopore, USA) 
wurden mit PBS gewaschen, danach wurden 100 ^1 der einzelnen Proben der 
Amplifizierungsreaktionen, die in TPBS jeweils 1:10, 1:40, bzw. 1:4000 verdiinnt 
worden waren, in die Napfchen pipettiert und 25 min. bei Raumtemperatur geschuttelt. 
AnschlieBend wurde die Platte dreimal mit TPBS gewaschen. In die Napfchen wurde 

25 danach je 100 |il Konjugatverdunnung pipettiert (anti-Fluorescein-Alkalische 
Phosphatase, Boehringer Mannheim, Deutschland; 1: 10000 in TPBS). Nach einer 
Stunde Inkubation unter Schlitteln wurde die Platte wieder dreimal mit TPBS 
< gewaschen. AnschlieBend wurde einmal mit PBS gewaschen. Danach wurde in die 

Napfchen jeweils 100 jil Farbelosung (LumiPhos plus von Lumigen, USA) pipettiert. 

30 Nach einer halben Stunde Inkubation wurde die Lumineszenz auf einem 
Luminometer (Lucyl von Anthos, AT) gemessen. Zur Ermittlung des Rauschens wurden 
die Negativansatze verwendet. 
Ergebnis : 
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Anzahl der Molekule Signal/Rauschen 

in der Reaktion Verdunnung 1:4000 1:40 1:10 

5 1 1 2 10 

72 1 7 30 

7,2xl0 3 5 150 

7,2xl0 5 40 1013 

7,2xl0 7 71 

10 7,2x1 0 9 111 



Beisniel 17: Amplifizierung eines Abschnittes aus einem ungeschnittenen 
Plasmid mit Primern, wobei dns Amplifizieningsprodukt langer ist als die Summe 
15 der Basen der beiden Oligonnkleotidbausteine: 

Als Template-DNA dient das Plasmid pUC19, das nicht linearisiert wurde. Als 
Oligonukleotidbausteine wurden 

pUC19:20U1897 (5'-dAgTAgTTCgCCAgTTAATAg-3') und 
pUC19:18L1926 (S'-dgTAgCAATggCAACAACg-S 1 ) verwendet 
20 Es wurden 50 \x\ Reaktionsansatze in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf, Safe- 
Lock) zusammenpipettiert, wobei die Reaktionsansatze die folgende Zusammensetzung 
aufwiesen. 

20 mM Tris-HCl (pH 8,8 bei 25 0 C) 
5 mM MgS0 4 
25 je 200 (iM TTP, dGTP, dATP, dCTP 

0,1% (M/V) Triton X-100 

10 pmol Oligonukleotidbaustein pUC19:20U1897 
10 pmol Oligonukleotidbaustein pUC19:18L1926 
1 ng Template-DNA 

30 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz wie oben pipettiert, mit dem 
Unterschied, daB die Template DNA weggelassen wurde. AnschlieBend wurden die 
Reaktionsansatze mit 100 |il Mineralol (SIGMA, M-3516) uberschichtet. Die Ansatze 



WO 97/00330 PCT/AT96/00106 

-45- 

wurden in einem Therm ostati si ergerat (Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer 
Cetus) auf 74° C erwarmt, anschliefiend jeweils 2 Units des Enzyms Deep VentR(excT) 
DNA-Polymerase (New England Biolabs) zugesetzt und 1 Stunde inkubiert 

10 \il der Reaktionsgemische wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und 
5 durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Fluoreszenzanalyse sichtbar gemacht. Das 
Amplifizierungsprodukt konnte durch Vergleich mit einem DNA-Langenstandard als 
einzige Bande identifiziert werden. 
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Anhang 

iso2: 

S'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCCATgCAACTCg 
5 TAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-3' 

3'^CTCggAAgTTgggTCAgTCgAggAAggCCACCCgCgCCCCggTACgTTgAgCA 
TCCTgTCCACggCCgTCgCgAgACCCAgTAAAAgCCgC-5' 

iso2+l: 

10 5'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCACATgCAACTC 
gTAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-3' 

S'-dCTCggAAgTTgggTCAgTCgAggAAggCCACCCgCgCCCCgTgTACgTTgAgC 
ATCCTgTCCACggCCgTCgCgAgACCCAgTAAAAgCCgC-5 1 

15 

iso2+5: 

5'-dgAgCCTTCAACCCAgTCAgCTCCTTCCggTgggCgCggggCAAAAACATgCA 
ACTCgTAggACAggTgCCggCAgCgCTCTgggTCATTTTCggCg-3' 

3'-dCTCggAAgTTgggTCAgTCgAggAAggCCACCCgCgCCCCgTTTTTgTACgTT 
20 gAgCATCCTgTCCACggCCgTCgCgAgACCCAgTAAAAgCCgC-5' 



WO 97/00330 



-47- 



PCT/AT96/00106 



Anspriiche: 

1. Verfahren zur transkriptionsfreien Amplifizierung von Nukleinsauren bzw. 
Nukleinsauresequenzen mittels Enzymen, wobei die Nukleinsauren bzw. 
5 Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls vor der Amplifizierung zumindest teilweise in 
ihre Einzelstrange aufgetrennt und/oder transkribiert werden, und in der 
Reaktionsmischung Oligonukleotide mit einer Basensequenz im wesentlichen 
komplementar zu den Basensequenzen der Enden der zu amplifizierenden Nukleinsaure 
bzw. Nukleinsauresequenz der Reaktionsmischung enthalten sind, welche 

10 Oligonukleotide unter geeigneten Bedingungen Startpunkte und/oder chemische 
Bausteine zur Nukleinsauresynthese bilden konnen und in das zu bildende 
Amplifizierungsprodukt eingebaut werden, wobei das Produkt aus den Bausteinen selbst 
wieder der zu amplifizierenden Nukleinsaure bzw. Nukleinsauresequenz entspricht, 
dadurch gekennzeichnet, daB in einem Schritt das Reaktionsprodukt , welches aus den 

15 Oligonukleotidbausteinen, gegebenenfalls dem Template und gegebenenfalls aus 
weitereren chemischen Bausteinen gebildet wurde, wieder mit den 
Oligonukleotidbausteinen reagiert, wobei die Reaktion im wesentlichen isotherm geftihrt 
wird. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das bei der 
Amplifizierung verwendete Enzym eine Polymerase ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die bei der 
Amplifizierung verwendete Polymerase Strangverdrangungsaktivitat hat. 

25 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die bei der 
Amplifizierung verwendete Polymerase auch Reverse Transkriptase-Aktivitat hat. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB bei 
30 der Amplifizierung als Enzym auBer Polymerase zusatzlich Ligase verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das bei der 
Amplifizierung verwendete Enzym eine Ligase ist 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
zumindest eines der verwendeten Oligonukleotide an einem geeigneten Trager wie einer 
Kunststoffoberftache immobilisiert ist. 

5 8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Amplifizierung bei einer Temperatur oberhalb der Schmelztemperatur der verwendeten 
Oligonukleotide durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
10 Oligonukleotide am Template moglichst nahe beisammen liegen. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
Hilfsoligonukleotide zur Verbesserung der Amplifizierung eingesetzt werden. 

15 11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Oligonukleotidsequenz zumindest zu einem Teil der Templatesequenz exakt 
komplementar ist. 

12. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 11 fur 
20 diagnostische Methoden auBerhalb des menschlichen oder tierischen Korpers. 

13. Reagenzkit enthaltend Oligonukleotide zur Verwendung in einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die DifFerenz der 
Schmelztemperaturen zwischen den Oligonukleotiden und dem erwiinschten Produkt 

25 nicht mehr als 25° C, vorzugsweise nicht mehr als 20° C und insbesondere nicht mehr als 
15°Cbetragt 

14. Reagenzkit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Differenz der 
Schmelztemperaturen zwischen den Oligonukleotiden und dem erwiinschten Produkt 

30 nicht mehr als 10° C, vorzugsweise nicht mehr als 5 ° C betragt. 

15. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 11 als 
Amplifizierungsschritt in anderen Nukleinsaureamplifizierungsverfahren. 
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